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Tiivistelmä?? 
Biologisesti aktiivisilla oligosakkarideilla on vaikutuksia kasvin kasvuun ja kehittymiseen. Tietyn 
tyyppiset oligosakkaridit voivat myös indusoida puolustusreaktion valikoivasti oligosakkaridista riippuen. 
Useat biologisesti aktiiviset oligosakkaridit on löydetty kasvien soluseinää keinotekoisesti hajottamalla. 
Pro gradu -tutkielman tarkoituksena oli karakterisoida kuusen (Picea abies) solukkolinjan A3/85 
solususpensiokasvatukseen erittämiä oligosakkarideja. Kuusisolukko A3/85 on otollinen kandidaatti 
tutkimukseen, sillä sen on todettu erittävän solunulkoista ligniiniä suspensioliuokseen. Oligosakkarideja 
karakterisoitiin yhden ja neljän vuorokauden kasvatuksista. Alustan sokeripitoisuutta alennettiin neljän 
vuorokauden kasvatuksissa karakterisoinnin helpottamiseksi. Oligosakkaridien pitoisuudet voivat olla 
hyvin alhaisia, joten solujen tuottamia yhdisteitä seurattiin myös radioaktiivisen D-[U-14C]-glukoosin 
avulla. Kasvien soluseinässä yleiset glukuronihappo, galakturonihappo, ksyloosi, arabinoosi ja apioosi 
valmistetaan glukoosi-6-fosfaatista, joko myo-inositolihapetusreitin tai sokerihapetusreitin kautta. 
Lisäksi tutkittiin, muuttuuko radioaktiivisen leiman jakautuminen näytteissä, kun kasvatusliuoksessa on 
tai ei ole myo-inositolia.  
Kasvatusliuos fraktioitiin geelisuodatuskromatografialla. Fraktioiden sisältämät yhdisteet eroteltiin 
paperikromatografialla ja värjättiin hopeanitraatilla, aniliinivetyftalaatilla tai ninhydriinillä. Hopeanitraatti 
on hyödyllinen monosakkaridien, oligosakkaridien ja alditolien värjäyksessä. Radioaktiivisuuden 
kertymistä yhdisteisiin seurattiin nestetuikelaskimella ja autoradiografialla. Paperikromatografialla 
erotelluista yhdisteistä valittiin mielenkiintoiseksi koetut yhdisteet, jotka eristettiin preparatiivisella 
paperikromatografialla. Eristetyille yhdisteille tehtiin happohydrolysointi, borohydridikäsittely tai 
entsymaattinen Driselaasi -käsittely. Happohydrolysointi avaa sokeriyksiköiden väliset glykosidiset 
sidokset. Natriumborohydridipelkistys muuttaa oligosakkaridiketjun pelkistävän sokerin 
sokerialkoholiksi ja Driselaasi -käsittely avaa isoprimeveroosin Xyl-?-(1?6)-Glc -sidosta lukuun 
ottamatta muut glykosidiset sidokset. 
14C-leima on jakautunut myo-inositolin kanssa kasvatetun näytteen fraktioinnissa vahvemmin 
suurimolekyylisiin yhdisteisiin, kun taas ilman myo-inositolia kasvatetussa näytteessä suurin aktiivisuus 
D-[U-14C]-glukoosin jälkeen on trisakkaridien alueella. Suspensioliuoksista analysoitiin useita 
oligosakkarideja polymerisaatioasteella 1-4. Analysoiduista yhdisteistä kolme sisälsivät ksyloosia, jota 
solut voivat syntetoida joko myo-inositolin hapetusreitin tai glukoosin hapetusreitin kautta. Myo-
inositolin puuttuminen alustasta lisäsi näiden leimattujen yhdisteiden pitoisuutta. Alustan myo-inositoli 
ei ole radioaktiivista, joten myo-inositolihapetusreitin kautta valmistetut monosakkaridit eivät näy 
autoradiografiassa. Vaikuttaisi siis siltä, että myo-inositolihapetusreitti on aktiivinen ainakin, jos 
solukolle tarjotaan myo-inositolia. Lisätty myo-inositoli vähentää sokerihapetusreitin aktiivisuutta. 
Työn aikana onnistuttiin eristämään ja osittain tunnistamaan useita kuusen suspensioliuoksen 
yhdisteitä. Myo-inositolihapetusreitti todettiin aktiiviseksi solukkokasvatuksessa, kun ravintoalustassa 
on myo-inositolia. 
Avainsanat 
 Oligosakkaridit, paperikromatografia, Driselaasi, natriumborohydridipelkistys, happohydrolyysi, 
autoradiografia, myo-inositolihapetusreitti 
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Lyhenteet 
 
Sokeriyhdisteiden lyhenteet ja rakenteet 
 
Ara L-(+)-arabinoosi 
Cel2 sellobioosi, D-Glc-?-(1?4)-D-Glc 
ferulyyliarabinoosi 3-O-ferulyyli-L-Ara-?-(1?3)-L-Ara 
Fru D-(-)-fruktoosi 
Fuc L-(-)-fukoosi 
Gal D-(+)-galaktoosi 
galakturonibioosi D-?-GalA-(1?4)-D-GalA 
GalA D-(+)-galakturonihappo 
Gal?Ara D-Gal- ?-(1?3)-D-Ara 
Gal?Man D-Gal- ?-(1?4)-D-Man 
Glc D-(+)-glukoosi 
GlcA D-(-)-glukuronihappo 
hydroksyproliinitetra-arabinosidi L-Ara-?-(1?3)-L-Ara-?-(1?2)-L-Ara-?-(1?2)-L-
 Ara-?-(1?4)-L-4-hydroksyproliini 
isoprimeveroosi D-Xyl-?-(1?6)-?-Glc 
laktoosi D-Gal-?-(1?4)-D-Glc 
laminaribioosi D-Glc-?-(1?3)-D-Glc 
laminaritrioosi D-Glc-?-(1?3)-D-Glc-?-(1?3)-D-Glc 
melibioosi D-Gal-?-(1?6)-D-Glc 
maltoosi D-Glc-?-(1?4)-D-Glc 
maltotrioosi D-Glc-?-(1?4)-D-Glc-?-(1?4)-D-Glc 
Mlt4 maltotetraoosi 
Mlt7 maltoheptaoosi 
raffinoosi D-Gal-?-(1?6)-D-Glc-?-(1?2)-?-D-Fru 
Rha L-(-)-ramnoosi 
stakyoosi D-Gal-?-(1?6)-D-Gal-?-(1?6)-D-Glc-?-(1?2)-?-
 D-Fru 
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Sucr sakkaroosi, D-Glc-?-(1?2)-?-D-Fru 
trehaloosi D-Glc-?-(1?1)-?-D-Glc 
Xyl D-(+)-ksyloosi 
 
 
Muut lyhenteet  
 
BEV butanoli:etikkahappo:vesi, 12:3:5 (v/v/v) 
BPV butanoli:pyridiini:vesi, 4:3:4 (v/v/v) 
DP sokeriyhdisteen polymerisaatioaste 
EEV etyyliasetaatti:etikkahappo:vesi, 10:5:6 (v/v/v) 
EPV etyyliasetaatti:pyridiini:vesi, 8:2:1 (v/v/v) 
Wh1 Whatman 1 -paperi 
Wh3 Whatman 3 MM -paperi 
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1. Johdanto 
 
1.1. Solunulkoista ligniiniä tuottava kuusisolukko A3/85 
 
Käytetty kuusen solukkolinja A3/85 on aloitettu Virolahtelaisen kuusen kypsymättömästä 
alkiosta vuonna 1985. Simola ja Santanen (1990 & 1992) ovat tutkineet ravinteiden ja 
kasvuhormonien vaikutusta solukon kasvuun. Solukko on klorofyllinen ja tuottaa 
solunulkoista ligniiniä (Simola ym., 1992). Solukkolinjaa on käytetty ligniinin 
muodostumisen tutkimiseen (Kärkönen ym., 2002; 2009; Koutaniemi ym., 2005; 2007; 
Kärkönen & Fry, 2006). Kyseinen linja kasvaa merkittävästi paremmin, kun 
mikroravinteiden konsentraatiot ovat hieman korkeammat kuin esimerkiksi Murashige ja 
Skoog -mikroravinteissa (Murashige, 1962). Simola ja Santanen (1990) lisäsivät 
mikroravinteisiin myös nikkelin, jonka on todettu olevan tärkeä ohran kasvulle ja 
lisääntymiselle (Brown, 1987). Solukko ei kasva merkittävästi paremmin, vaikka alustaan 
lisäisi orgaanista typpeä. Simola ja Santanen arvelevat solukkolinjan kykenevän 
pelkistämään epäorgaanisen typen yhteyttämisen avulla (Simola ym., 1992). 
 Solukkolinjasta on onnistuttu tuottamaan aiemmin jatkokasvatettavia 
suspensiokasvatuksia vain, jos kallusalustassa ei ole ollut orgaanista typpeä (Simola 
ym., 1992). Solukko on kuitenkin muuttunut ajan myötä ja nykyään 
suspensiokasvatukset eivät uusiudu jatkokasvatuksessa mainituilla kasvatusalustoilla, 
vaan alkavat tuottaa ligniiniä ja kuolevat. Solukkolinjan A3/85 ligniinin muodostuminen 
suspensiokasvatuksessa voidaan kuitenkin estää lisäämällä alustaan 2,5-10 mM 
kaliumjodidia (Kärkönen ym., 2002). Kaliumjodidi hajottaa liuoksesta solukon tuottamaa 
vetyperoksidia (Huwiler, 1984; Huwiler, 1985). Solususpension vetyperoksidipitoisuus on 
vuorokauden kasvatuksen jälkeen 3,6 ± 0,7 ?M (Kärkönen & Fry, 2006). 
Solukkokasvatus aiheuttaa geneettisiä ja epigeneettisiä muutoksia solukkolinjoihin. 
Muun muassa auksiini 2,4-D muuttaa DNA:n metylaatioastetta (Phillips, 1994). 
 Solukko pystyy kasvamaan, joskin hitaasti, myös ilman sakkaroosia orgaanisen 
hiilen lähteenä (Simola ym., 1992). Tällöin klorofyllipitoisuus on korkeimmillaan. 
Sokeripitoisuuden alentaminen suspensiokasvatuksessa vaikuttaa siis solukon 
kasvunopeuteen negatiivisesti mutta klorofyllipitoisuuteen positiivisesti. Optimaalisin 
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sakkaroosikonsentraatio on 2 %, kun halutaan mahdollisimman paljon klorofylliä yhdestä 
kasvatuksesta. Solukko tuottaa solunulkoista ligniiniä suspensioliuokseen varsinkin 
silloin, kun auksiinin konsentraatio on alhainen (0-0,5 ?M) ja sakkaroosipitoisuus on 
korkea (2 %). Ligniiniä tuottavat suspensiokasvatukset kuolevat yleensä nopeasti. 
Alhainen auksiinipitoisuus (0-0,5 ?M) indusoi myös klorofyllin muodostumista. Solukko ei 
välttämättä tarvitse sytokiiniä kasvaakseen, mutta alhainen 2,5 ?M konsentraatio on 
edullinen klororofyllin muodostumiselle. Kun sytokiniinipitoisuus on korkea (25 ?M) solut 
ruskettuvat, tuottavat ligniiniä ja kuolevat hyvin nopeasti. Ligniinin muodostumisen 
edistämiseksi paras kasvuhormonien yhdistelmä on 0,05 ?M 2,4-D ja 2,5 ?M kinetiini, 
mutta solut kasvavat hieman paremmin, jos auksiinin konsentraatio on 0,5 ?M (Liite 1) 
(Simola ym., 1992). 
 
 
1.2. Soluseinän rakenne kuusella 
 
Kasvisolujen uloin kerros on keskilevy, jonka ne jakavat viereisten solujen kanssa. 
Keskilevyn sisäpuolella on joustava primaarinen soluseinä, joka muodostuu jo 
solunjakautumisen yhteydessä. Joillekin erilaistuville soluille, kuten johtosolukon 
puuosalle ja sklerenkyymin soluille, muodostuu sekundaarinen soluseinä primaarisen 
soluseinän sisäpuolelle. Soluseinä muodostuu polysakkarideista, proteiineista ja 
aromaattisista yhdisteistä (Carpita & McCann, 2000). 
 
 
Sokerien rakenne 
 
Melkein kaikki soluseinän sokerit ovat aldooseja, jolloin sokerin karbonyyliryhmä on 
hiiliketjun päässä, kun sokerin konformaatio on avoin ketju. Neljähiiliset tai 
pidempiketjuiset sokerit voivat muodostaa heterosyklisiä renkaita. Furanoosirenkaissa 
on viisi atomia (happi ja neljä hiiliatomia) ja pyranoosirenkaissa kuusi (Carpita & 
McCann, 2000).  Sokeripolymeereissä sokeriyksiköt ovat aina rengaskonformaatiossa. 
Monosakkaridin C-1 atomia kutsutaan anomeriseksi ja se on renkaan ainut hiili, joka on 
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yhteydessä kahteen happiatomiin.  Sokeripolymeereissä anomerinen hiili muodostaa 
toisen molekyylin hydroksyyliryhmän kanssa glykosidisen sidoksen.  Molekyylien D ja L -
merkinnät kertovat anomerisesta hiilestä kauimpana olevan asymmetrisen hiiliatomin 
hydroksyyliryhmän paikan.  D-konfiguraatiossa asymmetrisen hiilen ryhmät kasvavat 
myötäpäivään, jos katselukulmassa pienin ryhmä (yleensä vety) jää hiilen taakse. 
Happiatomi katsotaan painavampana atomina suuremmaksi ryhmäksi kuin hiili. 
Merkinnät (+) ja (-) viittaavat molekyylin kykyyn kiertää tasopolarisoitua valoa myötä (+)- 
ja vasta (-)-päivään (Carpita & McCann, 2000). 
 Sokeriyhdisteiden merkinnöissä ? ja ? viittaavat sokerin anomerisen hiilen ja siitä 
kauimpana olevana asymmetrisen hiilen D- ja L - muotoihin. Jos molempien 
konfiguraatio on sama, esimerkiksi D, niin silloin sokeri saa ? -merkinnän (Fry, 1988). 
Kuvassa 1.1 glukosyylin anomerisen hiilen konfiguraatio on L ja siitä kauimpana olevan 
asymmetrisen hiilen konfiguraatio D, joten sellobioosi on ?-muotoinen. 
 
 
Kuva 1.1. Sellobioosi eli ?-D-glukosyyli-(1?4)-D-glukoosi. 
 
 Haarautuneellakin polysakkaridilla on vain yksi sokeri, jonka anomerinen hiili on 
vapaa glykosidiseen sidokseen. Tämä sokeri pystyy pelkistämään kuparia emäksisessä 
liuoksessa ja näin ollen sitä kutsutaan pelkistäväksi sokeriksi. Kaikki muut ketjujen päät 
polymeereissä on nimetty ei pelkistäviksi (Carpita & McCann, 2000). 
 
 
Soluseinän polysakkaridit 
 
Soluseinän suurimmat polysakkaridiryhmät ovat selluloosa ja hemiselluloosat sekä 
vähemmässä määrin pektiinit (Timell, 1967). Glykoproteiinit ja selluloosaa 
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lukuunottamatta muut soluseinän polysakkaridit eritetään golgin vesikkeleissä solun 
ulkopuolelle (Carpita & McCann, 2000). 
 Selluloosa on ylivoimaisesti yleisin soluseinän polysakkaridi. Haarautumaton ketju 
on ?-(1?4)-D -glukoosi -yksiköiden homopolymeeri. Yksittäiset selluloosaketjut 
muodostavat yhdessä mikrofibrillejä, joiden pituus voi olla satoja mikrometrejä (Carpita & 
McCann, 2000). Kuusen selluloosapitoisuus on noin 450 mg / g kuivaa puuta (Willför 
ym., 2005). 
 Hemiselluloosat ovat haarautuneita polysakkareita, joiden ketjun ydin muodostuu 
?-(1?4)-pyranoosirenkaista kuten selluloosassakin. Hemiselluloosat liukenevat 
emäksisiin vesiliuoksiin (O’Neill & York, 2003). Kuusen vesiliukoisten yhdisteiden 
(hemiselluloosaa ja pektiinejä) yleisin sokeri on mannoosi ja toiseksi yleisin on ksyloosi. 
Glukoosi tulee vasta kolmantena (Willför ym., 2005). Mannoosia on sydänpuussa jopa 
94 mg/ g kuivaa puuta. 
 Havupuilla, toisin kuin koppisiemenisillä puilla, suurin hemiselluloosiryhmä on 
galaktoglukomannaanit. Galaktoglukomannaanien perusketju koostuu glukoosista ja 
mannoosista. Sivuketjuissa on galaktoosia ja asetyyliä (Timell, 1967). Kuusen 
galaktoglukomannaanin molaariset suhteet ovat 0,1:1:4, Gal:Glc:Man. Noin kolmannes 
D-mannosyyliyksiköistä on substituoitu O-asetyyliryhmillä toiseen tai kolmanteen hiileen 
(Lundqvist ym., 2002). 
 Havupuilla on huomattavan paljon ksylaania soluseinässä ja erityisesti 
arabinoglukuroniksylaaneja (5-10 %, Picea glauca 13 %) (Timell, 1967). Ksylaanit 
luetaan myös hemiselluloosaksi. Ksylaanin perusketju on ksyloosia. Sivuketjuissa on 
muun muassa ?-L-arabinoosia ja L-O-metyyli-?-D-glukoosia. Myös muita sivuketjuja on 
löydetty (Timell, 1967; Sjöström, 1993). 
 Sellutehtaiden ongelmana ovat havupuista prosessivesiin liukenevat ja pektiineihin 
lukeutuvat arabinogalaktaanit. Kuusella vesiliukoista arabinogalaktaania on 
sydänpuussa 1,9 mg/ g. Perusketju koostuu ?-D-(1?3)-galaktoosista, jossa on yhden 
yksikön (1?6) sivuketjuina ?-D-galaktoosia, ?-L-arabinoosia tai ?-D-glukuronihappoa 
(Willför ym., 2002; Willför & Holmbom, 2004). Arabinogalaktaanin kaltaisia ketjuja on 
löydetty ramnogalakturoni I -polysakkaridin sivuketjuista. Ramnogalakturoni I:n 
sivuketjujen koostumus vaihtelee paljon solutyypistä ja kehitysvaiheesta riippuen 
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(Mohnen, 2008).  Pektiinit luonnehditaan yleisesti haarautuneiksi ja heterogeenisiksi 
molekyyleiksi, jotka sisältävät paljon D-galakturonihappoa (Carpita & McCann, 2000). 
 
 
Ligniini 
 
Ligniini on aromaattinen heteropolymeeri, jolla ei ole selkeää toistuvaa rakennetta. 
Ligniini tiivistää ja vahvistaa soluseinää kovalenttisillä sidoksilla soluseinän 
polymeereihin ja muuttaa soluseinän hydrofobiseksi (Boudet, 2003). 
 Ligniini rakentuu apoplastissa p-kumaryylialkoholista, koniferyylialkoholista ja 
sinapyylialkoholista, jotka ovat fenyylialaniinista muodostettuja monolignoleja (kuva 1.2). 
Lignifikoituminen alkaa soluseinien kulmista (Croteau ym., 2000). Paljassiemenisillä 
kasveilla suurin osa ligniinistä muodostuu koniferyylialkoholista. Toiseksi yleisin 
monolignoli on p-kumaryylialkoholi (Whetten, 1998). Solukon A3/85 solususpensioon 
erittämän ligniinin rakennetta on tutkittu NMR-spektroskopialla (Brunow, 1998). Solukon 
ligniini on rakenteellisesti puusta jauhetun ligniinin ja keinotekoisesti 
koniferyylialkoholista valmistetun ligniinin välillä. 
 
 
Kuva 1.2. Monolignolit. 
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Glykoproteiinit  
 
Ekstensiinit ovat paljon proliinia sisältäviä glykoproteiineja, jotka yhdistävät soluseinän 
komponentteja toisiinsa. Näin ollen ekstensiinit rajoittavat solun kasvua normaalin 
kasvun ja kehityksen aikana sekä vahvistavat soluseinää puolustusreaktiona.  
 Arabinogalaktaani -proteiineilla polysakkaridi muodostaa suurimman osan 
molekyylistä ja ne eivät välttämättä ole sidottuja soluseinään. Soluseinään sidotuilla 
arabinogalaktaaniproteiineilla voi olla solun erilaistumiseen liittyviä tehtäviä (Johnson 
ym., 2003). 
 
 
1.3. Kasvuun ja kehitykseen vaikuttavat oligosakkaridit 
 
Monet kasvuun, kehittymiseen ja puolustusreaktioihin liitetyt oligosakkaridit on löydetty 
hajottamalla soluseinää keinotekoisesti entsyymi- tai happokäsittelyillä. Polymeereistä 
lähtöisin olevilla erikoisilla oligosakkarideilla on sitten käsitelty muun muassa 
solukkokasvatuksia (Be?ová-Kákošová ym., 2006) tai kasvin palasia (Falasca ym., 
2008). Myös glykoproteiinit voivat toimia biologisesti aktiivisten oligosakkaridien lähteenä. 
Biologisesti aktiivisia oligosakkarideja kutsutaan myös oligosakkariineiksi (Fry ym., 
1993). Erityisesti mielenkiintoisia ovatkin biologisesti aktiiviset oligosakkaridit, jotka on 
löydetty ilman soluseinän hajottamista keinotekoisesti.  
 
 
Glalaktoglukomannaanin oligosakkaridit 
 
Galaktoglukomannaanien oligosakkarideilla on todettu useita erilaisia vaikutuksia 
kasvuun ja kehittymiseen (Be?ová-Kákošová ym., 2006). Vaikutus riippuu ainakin 
pitoisuudesta, lisäyksen hetkestä, alustan hormoneista ja kasvilajista. 
 Kuusen galaktoglukomannaanin oligosakkarideilla (polymerisaatioaste, DP 4-8) on 
todettu olevan kasvua hidastava vaikutus herneen versoihin 1 ?M pitoisuuksilla 
(Kollárová ym., 2006). Kasvun inhiboituminen oligosakkaridien vaikutuksesta nähtiin 
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vain, jos kasvua yritettiin nopeuttaa hormoneilla (2,4-D, IAA tai GA3). 
Galaktosyylisivuketjujen todettiin olevan tärkeitä oligosakkaridin aktiivisuudelle.  
 Kuusen hemiselluloosan galaktoglukomannaanin oligosakkaridien on todettu 
nostavan Zinnian (Zinnia elegans) solutiheyttä ja vaikuttavan puusolujen erilaistumiseen 
(Be?ová-Kákošová ym., 2006). Oligosakkaridien todettiin inhiboivan useiden geenien 
ekspressiota. 
 Poppelin (Populus monilifera Ait.) galaktoglukomannaanin oligosakkaridit 
muuttavat kasvuhormonien vaikutusta kuusen alkioihin (Lišková ym., 1995).  Vaikutus 
on kuitenkin riippuvainen alustan pH:sta. Oligosakkaridien lisääminen kasvatusalustalle 
edisti sirkkalehtien ja hypokotyylin kasvua, mutta lisäsi alkeisjuuren nekroosia (Lišková 
ym., 1995). Samassa tutkimuksissa todettiin protoplastien kuolleisuuden vähenevän 
merkittävästi galaktoglukomannaanin oligosakkaridien vaikutuksesta, vaikka alustassa ei 
ollut kasvuhormoneja lainkaan. 
 Galaktoglukomannaanien kuten myös ksyloglukaanin oligosakkaridien on todettu 
olevan yhteydessä glykosidaaseihin. Glykosidaasit hydrolysoivat glykosidisia sidoksia. 
Bilisics ym. (2004) ovat tutkineet eri glykosidaasien aktiivisuutta herneen (Pisum sativum 
L.) varsissa auksiinin ja kuusen galaktoglukomannaanin oligosakkaridien kanssa.  
Solunulkoisen ?-D-galaktosidaasin ja ?-D-galaktosidaasin aktiivisuudet laskivat 
oligosakkaridien vaikutuksesta. Soluseinässä samojen entsyymien aktiivisuudet 
puolestaan nousivat (Bilisics ym., 2004). Solun sisällä ?-D-galaktosidaasin aktiivisuus 
nousi ja ?-D-galaktosidaasin laski oligosakkaridien vaikutuksesta. Solunulkoiset 
entsyymit oli eristetty liuoksesta, johon galaktoglukomannaanin oligosakkaridit oli lisätty. 
Entsyymien eristysmenetelmästä johtuen soluseinän liukoisia entsyymejä voi olla niin 
solunulkoisessa kuin solun sisäisessä osassa. Artikkelin kirjoittajat huomauttavat myös, 
että ?-D-galaktosidaasi voi poistaa oligosakkarideista niiden toiminnalle tärkeät 
galaktosyylisivuketjut. 
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Ksyloglukaanin oligosakkaridit 
 
Pinaatilta (Spinacia oleracea L.) on löydetty ksyloglukaanin hajoamistuote XXFG (kuva 
1.3) ilman soluseinää hajottavia menetelmiä (Mcdougall & Fry, 1991). XXFG estää 
auksiinin (2,4-D) vaikutuksia herneellä (Pisum sativum L.) kasvua hidastaen, kun 
pitoisuus on 10-9 M. Sen sijaan 10-6 M pitoisuuksilla vaikutus on päinvastainen (Fry ym., 
1993). XXFG:n ja muiden samankaltaisten molekyylien on todettu toimivan 
ksyloglukaaniendotransglykosylaasin substraattina. Entsyymi katkoo ja yhdistää 
ksyloglukaaniketjuja toisiinsa (Fry ym., 1992). Kasvun nopeutuminen voi siis olla 
yhteydessä endotransglykosylaasin aiheuttamaan soluseinän löystymiseen.  
 XXFG:n kasvua hidastava vaikutus on liitetty myös gibberelliinin (GA3) ja protonien 
(H+) indusoimaan kasvuun herneellä (Fry, 1999). 
 
 
Kuva 1.3. Oligosakkaridi XXFG. 
 
 
Oligogalakturonit kasvun ja kehityksen säätelijöinä 
 
Oligogalakturonien on todettu toisinaan vaikuttavan puhtaasti kasvien kasvuun ja 
kehitykseen, mutta oligogalakturoneilla on osansa myös puolustusreaktioissa (luku 1.4) 
(Ridley ym., 2001). Kasvin vaste riippuu niin lajista kuin käytetyistä oligogalakturoneista. 
 Oligogalakturonit ovat lineaarisia pektiineihin luettavia homogalakturonista peräsin 
olevia fragmentteja (DP 2-20) (Ridley ym., 2001). Homogalakturonin rakenne on ?-1,4-
D-GalA -runko, jossa voi olla C-6 hiilissä metyyli- tai asetyyliryhmiä (O’Neill & York, 
2003). 
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 Oligogalakturonit edistävät hedelmien kypsymistä. Lyhyiden 
oligogalakturoniketjujen (DP 4-6), on todettu lisäävän etyleenin tuottoa ja indusoivan 
etyleeniä muodostavan (aminosyklopropaani-1-karboksyylihappo -oksidaasi) entsyymin 
geenin mRNA tasoja tomaatilla (Lycopersicon esculentum) (Simpson ym., 1998). Myös 
oligogalakturoniketjut, joiden DP on 5-19, aiheuttivat tomaatilla etyleenipitoisuuden 
kohoamisen ja värimuutoksia (Campbell & Labavitch, 1991). Cambpell ja Labavitch 
muistuttavat, että etyleenin tuotto käynnistyy myös solukon vaurioittamisen myötä ja 
ehdottavat oligogalakturoneille roolia vaurioittamisen signaalina. 
 Oligogalakturonien useimmat muut kuin hedelmien kypsymiseen liittyvät 
vaikutukset ovat päinvastaisia auksiinin vaikutuksille (Ridley ym., 2001). Hiljattain on 
kuitenkin huomattu oligogalakturonien edistävän sytokiniinin kanssa tupakan (Nicotiana 
tabacum) varren muodostumista lehtipaloista in vitro (Falasca ym., 2008). Auksiinin 
vaikutus on samansuuntainen (Altamura ym.,1998). Esimerkkinä auksiinille 
vastakkaisista vaikutuksista on tupakalla tehty tutkimus, jossa pektiinin fragmentit estivät 
auksiinin indusoimaa juurten muodostumista ja indusoivat sen sijaan kukan 
muodostumista (Eberhard ym., 1989). 
 Oligogalakturonien pelkistävä pää näyttäisi olevan tärkeä biologiselle 
aktiivisuudelle (Spiro ym., 1998). Oligogalakturonifragmenttien (DP 7-16) pelkistävän 
pään muokkaamisen todettiin vähentävän reaktioita tupakalla. Vetyperoksidin tuotto 
suspensioliuoksessa nousi ja varren ohuiden leikkeiden kasvu hidastui vähemmän 
käsittelyissä, joissa oli muokattuja oligogalakturoneja verrattuna muokkaamattomiin 
fragmentteihin (Spiro ym., 1998). 
 Solut havaitsevat oligogalakturonit ja muut biologisesti aktiiviset makromolekyylit 
ilmeisesti reseptorein (Ridley ym., 2001). Oligogalakturonit voivat kuitenkin sitoutua 
toisiinsa ja soluseinän homogalakturoniin ionisidoksin ja näin ollen fragmentit eivät 
välttämättä päädy reseptoreille asti. Kasvit erittävät myös galakturonaaseja, jotka voivat 
nopeasti hajottaa oligogalakturonit (Mathieu ym., 1998). Oligogalakturonit tarvitsevat 
korkeamman pitoisuuden ollakseen biologisesti aktiivisia kuin ksyloglukaanin 
oligosakkaridit (Fry, 1999). 
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Muita kasvua ja kehitystä sääteleviä oligosakkarideja 
 
Krassin (Lepidium sativum) taimien on todettu erittävän disakkaridia, joka edistää 
punarevonhännän (Amaranthus caudatus) hypokotyylin kasvua, mutta inhiboi juuren 
kasvua (Hasegawa ym., 1992; Fry, 1999). Disakkaridi on 4,5-tyydyttämätön 
galakturonihappo, jossa on (1?2) glykosidinen sidos ramnoosiin. 
 Kypsistä tomaateista on löydetty 5,8 ?M pitoisuuksilla gentiobioosiksi nimettyä 
disakkaridia (?-D-Glc-(1?6)-D-Glc). Gentiobioosi nopeuttaa raakojen tomaattien 
kypsymistä pitoisuuksilla 50 tai 200 ?g disakkaridia/ tomaatti (Dumville & Fry, 2003). 
Merkittävä osa lisätystä gentibioosista oli hajonnut vuorokauden kuluessa. 
 Ruusun (Rosa sp.) suspensiokasvatuksesta on löydetty oligosakkaridi ?-D-Man-
(1?4)-?-D-GlcA-(1?2)-myo-inositoli, jonka on todettu inhiboivan proteiinisynteesiä 
pitoisuuksilla 10-8-10-3 g/l (Smith ym., 1999). Oligosakkaridin oletetaan olevan peräisin 
fytoglykolipidistä (Smith & Fry, 1999). 
 
 
1.4. Oligosakkaridit puolustusreaktioissa 
 
Patogeenihyökkäyksen alla kasvien puolustukseen liittyvät geenit aktivoituvat, 
ionikanavia aukeaa, useiden proteiinien fosforylointitaso muuttuu ja jo olemassa olevia 
proteiineja aktivoidaan (Hammond-Kosack & Jones, 2000). Kasvit muodostavat nopeasti 
muutamassa minuutissa happiradikaaleja, kuten vetyperoksidia (H2O2) ja superoksidia 
(O2•-). Vetyperoksidi johtaa kasvissa lignifikoitumiseen, soluseinän tiivistymiseen, 
puolustusgeenien aktivoitumiseen ja toisinaan hypersensitiiviseen solukuolemaan. 
Hypersensitiivinen reaktio on kasvin poltetun maan taktiikkaa, jolla estetään patogeenin 
leviäminen terveeseen solukkoon. Reaktiiviset hapen muodot voivat myös olla suoraan 
myrkyllisiä mikrobeille (Hammond-Kosack & Jones, 2000). Puolustusreaktion voi 
laukaista myös ilman patogeenia käyttämällä esimerkiksi patogeeniperäistä 
soluseinämateriaalia elisiittorina (Wan et al. 2008). Kasvit puolustautuvat patogeeneja 
vastaan muodostamalla erilaisia sekundaarisen aineenvaihdunnan tuotteita kuten 
fytoaleksiineja (Dixon, 2001). 
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Patogeenien oligosakkaridit 
 
Kasvit tunnistavat patogeenejä muun muassa niiden tuottamien sokeriyhdisteiden kautta. 
Sienten soluseinissä on kitiiniä, joka on N-asetyyli-D-glukoamiinipolymeeri. Kasveissa 
on puolestaan kinaasireseptoreja, jotka tunnistavat kitiinipolymeerin fragmetteja ja 
aiheuttavat puolustusreaktion (Wan ym., 2008). 
 Fragmenttien laadulla on myös merkitystä. Lituruohon (Arabidopsis thaliana) 
suspensioliuoksilla tehdyssä tutkimuksessa todettiin kitiinin fragmenttien koon ja 
asetylaatioasteen vaikuttavan kasvin puolustusvasteeseen. Asetylaatioasteen 
kohoamisen todettiin vähentävän vetyperoksidin tuottoa ja solujen kuolleisuutta. 
Fenyylialaniiniammonialyaasin aktiivisuuteen asetylaatioasteella ei taas ollut vaikutusta. 
Fenyylialaniiniammonialyaasi, PAL, on ensimmäinen entsyymi ketjussa, joka muodostaa 
fenyylialaniinista ligniiniä (Cabrera ym., 2006).  
 
Oligogalakturonit puolustusreaktioissa 
 
Kaksisirkkaiset kasvit voivat havaita patogeenientsyymien hajotustuotteita, jolloin 
patogeenin spesifinen tunnistaminen ei ole tarpeen. Soluseinän 
oligogalakturonifragmentit aiheuttavat elisiittorireaktion polymerisaatioasteella (DP) 10-
12. Ilmeisesti oligogalakturoniketjut, joiden polymerisaatioaste on 9 tai yli, muodostavat 
kalsiumionien kanssa komplekseja. Näiden kompleksien oletetaan aiheuttavan 
puolustusreaktion (Liners ym., 1992). 
 Oligogalakturonielisiittorit eroavat joistakin muista puolustusreaktion aiheuttavista 
molekyyleistä Shibuyan ja Minamin mukaan siinä, että niiden ei ole todettu aiheuttavan 
hypersensitiivistä reaktiota (Shibuya & Minami, 2001). Kuitenkin perunan vaste 
digalakturonaattikäsittelyyn on solukuolema, jonka tarkoituksena on estää infektion 
leviäminen (Weber ym., 1996). Lyhyiden fragmenttien (DP 2-4) on todettu johtavan 
resistenssiin perunalla Erwinia carotovora -bakteeria vastaan. Bakteeri erittää useita 
erilaisia pektiiniä pilkkovia lyaaseja (Weber ym., 1996; Wegener ym., 1996). 
 Toisinaan soluseinää hajottavan entsyymin aiheuttama puolustusreaktio ei ole 
seurausta entsyymin tuotteista vaan proteiinista itsestään. Esimerkiksi viiniköynnöksen 
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(Vitis vinifera) sienipatogeenin Botrytis cinerea endopolygalakturonaasi aiheuttaa 
vetyperoksidin synteesin entsyymin aktiivisuudesta riippumatta (Poinssot ym., 2003). 
 
 
Selluloosan fragmentit 
 
Sellodekstriinit ovat ?-(1,4)-glukoosiketjuja, jotka ovat selluloosan hajoamistuotteita. 
Viiniköynnöksen solususpensiossa havaittiin elisiittorireaktio mittaamalla vetyperoksidia, 
kun sellodekstriinin polymerisaatioaste oli 3, 4 tai yli 5 (Aziz ym., 2007). 
Fenyylialaniiniammonialyaasin ekspressiotasoa kohottivat kaikki sellodekstriiniketjut (DP 
3-9). Ekspressiotaso oli korkeimmillaan, kun polymerisaatioaste oli 3 tai yli 5. 
Stilbeenisyntaasin ekspressio kohosi merkittävästi vain, kun polymerisaatioaste oli yli 5. 
Stilbeenit ovat sekundaarimetabolian tuotteita, jotka estävät muun muassa sienten 
kasvua (Aziz ym., 2007). 
 
 
1.5. Sakkaroosin, glukoosin ja myo-inositolin metabolia 
 
Sakkaroosi 
 
Kasvatusliuoksen sakkaroosi hajotetaan glukoosiksi ja fruktoosiksi joko sytosolissa tai 
apoplastissa. Sakkaroosia hajottavia entsyymejä ovat sakkaroosisyntaasi ja invertaasi. 
Sakkaroosisyntaasi tuottaa UDP-glukoosia ja fruktoosia, kun taas invertaasi tuottaa 
glukoosia ja fruktoosia (Dennis & Blakeley, 2000). Kuusen suspensiokasvatuksessa 
huomattava osa kasvatusliuoksen sakkaroosista on hajonnut jo yhden vuorokauden 
kuluttua (kuva 3.1). Suspensioliuoksessa sakkaroosia hajottaa todennäköisesti 
soluseinän invertaasi (Dennis & Blakeley, 2000) 
 Solu voi käyttää tarjotun glukoosin ja fruktoosin hiilirungon muiden yhdisteiden, 
kuten polysakkaridien, nukleiinihappojen, aminohappojen, triglyseridien tai aromaattisten 
yhdisteiden valmistukseen. Monosakkaridit voidaan hajottaa myös energiaksi glykolyysin 
kautta. Kuvassa 1.4 voi nähdä soluseinän monosakkaridien muodostumisreitit 
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glukoosista (ilman myo-inositolireittiä) (Fry, 1988; Doblin ym., 2003; Koch, 2004; 
Kärkönen,  2005). Monosakkaridit liitetään kasvaviin polymeereihin aktiivisessa UDP- 
(uridiinidifosfaatti) tai GDP (guanosiinidifosfaatti) -muodossa (Doblin ym., 2003). 
 
 
Kuva 1.4. Soluseinän monosakkaridien synteesireitit. 
 
 
Myo-inositoli 
 
Myo-inositolista muodostetaan useita yhdistä. Kuusen 5’-suspensioliuos sisältää myo-
inositolia 0,56 mmol/ l (Simola ym., 1992). Myo-inositolin hapetusreitillä (kuva 1.5) 
yhdiste on glukuronihapon edeltäjä ja näin ollen liittyy soluseinän sokereiden 
metaboliaan. Tämän lisäksi myo-inositolista valmistetaan muun muassa seuraavia 
yhdisteitä: auksiinin esterit, raffinoosi ja galaktopinitoli, stressireaktioiden ja siementen 
varastoyhdisteiden inositolit ja mineraalien säilytysyhdisteet (Loewus & Murthy, 2000). 
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Myo-inositolin hapetusreitti saattaa olla tärkeä erityisesti siitepölyn tai siementen 
itämisen aikana (Kärkönen, 2005). 
 Sokerien aineenvaihdunnassa UDP-D-glukuronihappoa, valmistetaan D-
glukoosista entsymaattisesti mahdollisesti joko myo-inositolin hapetusreitin tai 
sokerihapetusreitin kautta (kuva 1.5) (Kärkönen, 2005). Glukuronihappoa on kuusella 
noin 3,0 mg/ g kuivaa puuta (Willför ym., 2005). Glukuronihaposta edelleen valmistetaan 
kuusen soluseinässä yleinen ksyloosi (noin 58 mg /g) ja galakturonihappo (16 mg/ g) 
(Willför ym., 2005). 
 
Kuva 1.5. UDP-D-glukuronihapon mahdolliset synteesireitit. 
 
 Myo-inositolin lisääminen kasvatusalustaan muuttaa kasvin tai tässä tapauksessa 
solukon normaalia myo-inositoli -pitoisuutta. Ulkopuolelta lisätyn myo-inositolin avulla ei 
siis voi päätellä reittien normaalista aktiivisuudesta (Kärkönen, 2005). 
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1.6. Tutkielman tavoitteet 
 
Tässä pro gradu -tutkielmassa on haluttu avata biologisesti aktiivisten oligosakkaridien 
tutkimusta kuusella. Biologisesti aktiivisilla oligosakkarideilla voi olla hormonin kaltaisia 
vaikutuksia kasvuun ja kehitykseen (Fry, 1999; Ridley ym., 2001; Shibuya & Minami, 
2001) ja näin ollen mahdollisia käyttökohteita. Työn tavoitteeksi asetettiin kuusisolukon 
suspensioliuokseen erittämien oligosakkaridien karakterisointi. Kuusisolukko A3/85 on 
otollinen kandidaatti tutkimukseen, sillä sen käyttäytymisestä eri olosuhteissa tiedetään 
jo aiempien tutkimusten perusteella (Simola ym., 1992; Brunow, 1998; Kärkönen & Fry, 
2006).  
 Tutkimuksen kysymyksenasettelut ovat: Millaisia oligosakkarideja solukko erittää 
suspensioliuokseen? Ohjautuuko D-[U-14C]-glukoosista peräisin olevaa radioaktiivista 
hiiltä enemmän oligosakkarideihin, kun kasvatusliuoksessa ei ole myo-inositolia hiilen 
lähteenä? 
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2. Aineisto ja menetelmät 
 
2.1. Kuusen solukkoviljely 
 
Kalluskasvatus 
 
Kuusen (Picea abies L. Karst.) solukkolinja A3/85 (kuva 2.1) on aloitettu siemenen 
kypsymättömästä alkiosta. Solukkolinja on klorofyllinen ja tuottaa solunulkoista ligniiniä 
(Simola ym., 1992). Solukkolinjaa ylläpidetään kiinteällä 2-N -kallusalustalla (Simola & 
Santanen, 1990) (Liite 1). Epäorgaanisen typen konsentraatio on alustalla 35 mM. 
Sakkaroosipitoisuus on 58,4 mM eli 2 %. Alusta ei sisällä orgaanista typpeä glysiiniä 
lukuunottamatta (1,3 ?M). Kasvatuskaapin olosuhteet olivat 18 h valo /6 h pimeä, +25 ºC, 
38 µmol fotoneja s-1m-2, Osram L36W/830 lamput. Solukot siirrettiin neljän viikon välein 
tuoreelle kallusalustalle. 
 
 
Kuva 2.1. Kuusen A3/ 85 solukkoa 2-N -kallusalustalla. 
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Suspensioviljelmien kasvatus 
 
Solususpensiokasvatukset aloitettiin solukkokasvatusmaljoilta, jotka oli siirrostettu kaksi 
viikkoa aiemmin. Näin haluttiin varmistaa solukon olevan hyväkuntoista ja 
jakautumisvaiheessa. T-mikroravinteet lisättiin 5'-suspensioalustaan (Simola ym., 1992) 
steriilisuodattamalla (0,8/0,2 µm Supor membrane) ennen viljelmän aloitusta, sillä T-
mikroravinteet voivat sakkautua suspensioalustassa säilytyksen aikana (Liite 1). 
Kuusisolukkoa paineltiin petrimaljan kantta vasten hellästi ennen siirtoa 
suspensioalustaan, 25 ml, 100 ml:n Erlenmayerpulloissa, jotta solut irtoaisivat toisistaan 
mahdollisimman hyvin. Solususpensioita kasvatettiin ravistelijalla, 100 min-1, B Braun, 
kasvatushuoneessa, jonka olosuhteet olivat 16 h valo/ 8 h pimeä, +25 ºC, 62 µmol 
fotoneja s-1m-2, Osram L36W/76 (kuva 2.2). 
 Solukon siirtyessä kallusalustalta suspensiokasvatukseen typen NH4:NO3-suhde 
muuttuu makroravinteiden vaihtuessa ja auksiinin konsentraatio laskee. Kallusalustalla 
NH4:NO3-suhde on 1:5 ja suspensioalustassa NH4:NO3-suhde on 1:2. Samalla typen 
pitoisuus laskee hieman (35 mM ja 30 mM). Auksiinia on suspensiokasvatuksessa 20 
kertaa vähemmän (0,5 ?M) kuin kallusalustassa (10 ?M). Alhainen auksiinikonsentraatio 
indusoi ligniinin muodostumista suspensioliuokseen (Simola ym., 1992). Kinetiinin 
konsentraatio (2,5 ?M) pysyy samana. 
 
 
Kuva 2.2. Kuusen A3/85 solukkoa 5’-suspensioalustalla. 
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Kasvatusajan etsintä 
 
Kuusen solukkokasvatuksesta oli tehty suspensiokasvatus jo aiemmin ja 
kasvatusalustasta oli pakastettu näytteet 1-4 vuorokauden kasvatuksen jälkeen. 
Näytteiden yhdisteet eroteltiin laskevan liuosrintaman paperikromatografialla (kuva 2.3) 
käyttäen kahta eri ajoliuosta, jotka erottelevat hyvin oligosakkarideja (Fry, 1988). 
Paperikromatografioiden tavoitteena oli testata ajoliuoksien erottelukykyä sekä tutkia 
kasvatusajan vaikutusta kasvatusliuoksen sakkaridikoostumukseen. Ajoliuoksiksi valittiin 
butanoli:pyridiini:vesi (BPV) sekoitussuhteella 4:3:4 (v/v/v), 17 h ja 
etyyliasetaatti:etikkahappo:vesi (EEV), 10:5:6 (v/v/v), 9 h. Paperina oli Whatman 1 (Wh 1) 
ja sokeristandardeiksi paperin laidoille lisättiin sakkaroosi, D-(+)-glukoosi ja fruktoosi, 
hopeanitraattivärjäys (Liite 2). 
 
 
Kuva 2.3. Paperikromatografian lasikammio.  
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2.2. Geelisuodatuskromatografia 
 
Geelin valmistelu 
 
Näytteissä olevien yhdisteiden erottelemiseksi valmistettiin Biogel P-2 -pylväs (Bio-Rad, 
polyakryyliamidigeeli, partikkelikoko 45-90 µM). Kuivan geelin annettiin turvota 
puskurissa A, pyridiini:etikkahappo:vesi, 1:1:23 (v/v/v) + 0,5 % w/v klorobutanoli (1,1,1-
trikloori-2-metyyli-2-propanoli hemihydraatti) pH 4,5-4,7, neljä tuntia, jonka jälkeen ilma 
poistettiin vesi-imulla. Geelin rikkoutuneet tai normaalia pienemmät partikkelit poistettiin 
vaihtamalla puskuri uuteen kolmasti. Geelin annettiin laskeutua vaihtojen välillä. Geeli 
pakattiin Econocolum (Bio-Rad, 120*1,5 cm) pylvääseen ja tasapainotettiin valuttamalla 
puskuria pylvään läpi kunnes puskurin pH ei enää muuttunut. Virtausnopeus määritettiin 
(kaava 1). Biogel P-2:n tyypillinen virtausnopeus on 5,0-10 cm/h (Econo-Column product 
guide, Bio-Rad). 
 Virtausnopeus = valumisnopeuspylvään poikkileikkaus = ???? ???????????????)?  = 5,1 cm h-1      (kaava 1) 
 
 Pylvääseen imeytetyn näytteen eli sentrifugoidun kasvatusliuoksen tilavuus oli aina 
9 ml paitsi radioaktiivisten näytteiden osalta 1ml. Näytetilavuus 9 ml on lähellä pylvään 
maksiminäytetilavuutta, joka on 5 % pylvään tilavuudesta (Bio-Gel P Instruction Manual, 
Bio Rad). Virtausnopeus eluointien aikana oli keskimäärin 5,1 cm h-1 ja fraktioiden 
tilavuus 2,5 ml.  
 
 
Biogel P-2 -pylvään kalibrointi 
 
Pylväs kalibroitiin D-(+)- glukoosilla (15,4 mM), maltotetraoosilla (0,17 mM) ja 
maltoheptaoosilla (0,096 mM) sekä Blue Dextranilla (0,0014 mM). Kalibroinnissa 
käytetyt sokerit detektoitiin antronikokeella (Fry, 1988). Standardien eluutiotilavuudet, Ve, 
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määritettiin spektrofotometrillä, 620 nm. Ve (Blue Dextran) on yhtä kuin Vo, tilavuus 
geelipartikkeleiden ympärillä. 
 
 
2.3. Yhden vuorokauden solususpensiokasvatus, 2 % sakkaroosi 
 
Yhden vuorokauden solususpensiokasvatuksen näytteenotto, 2 % sakkaroosi 
 
Solususpensioita kasvatettiin yksi vuorokausi, kuten edellä on mainittu. 
Suspensiokasvatus lopetettiin suodattamalla kuusisolut kasvatusliuoksesta vesi-imussa 
Büchnersuppilolla Whatman 1 -paperin läpi. Kasvatusliuoksen pH oli 4,3. Solut punnittiin 
suodatuksen jälkeen. Kasvatusliuoksia sentrifugoitiin 10 minuuttia, 10 000g, Sorvall SS-
34, +4 °C. Supernatantti säilöttiin, -20 ºC.  
 Supernatantti, 9 ml, imeytettiin Biogel P-2 -pylvääseen ja eluutiosta kerättiin fraktiot 
(kuva 2.4), kuten edellisessä kappaleessa on esitetty. 
 
 
Kuva 2.4. Fraktionkeräin ja siihen kuuluva näytealusta. 
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Yhden vuorokauden kasvatuksen yhdisteiden erottelu paperikromatografialla 
kiinnostavien fraktioiden löytämiseksi 
 
Biogel P-2 -pylväästä eluoiduista 2,5 ml fraktioista (supernatantin pylvääseen 
imeytystilavuus 9,2 ml), valittiin näytteet jatkokäsittelyyn. Whatman 1 -paperille pipetoitiin 
20 µl jokaisesta fraktiosta. Paperille tehtiin hopeanitraattivärjäys suoraan ilman 
paperikromatografiaa, jonka perusteella valittiin 34 (eluutiotilavuus 66,7-149,2 ml) 
fraktiota jatkoon.  
 Fraktiot kuivattiin kylmäkuivaimella (Heto LyoPro 3000/ Thermo Savant ModulyoD), 
jotta näytteiden lisäys paperille nopeutuisi ja samalla vaihdettiin liuotin vedeksi. Kuivatut 
näytteet liuotettiin mahdollisimman pieneen määrään, 120 µl, vettä. Näytteistä pipetoitiin 
20 µl Whatman 1 -papereille ja standardiksi papereiden sivuille lisättiin maltotetraoosi, 
sakkaroosi, glukoosi ja fruktoosi, 50 µg kutakin. Ajoliuoksena käytettiin EEV -liuos, 8,5 ja 
9 h. 
 
 
Fraktion 46 hydrolysointi 
 
Fraktio 46 hydrolysoitiin trifluorietikkahapolla. Happohydrolysointi rikkoo 
sokeriyksiköiden väliset glykosidiset sidokset tuottaen monosakkarideja. Näyte siirrettiin 
teflonkorkkiseen lasiputkeen ja siihen lisättiin 4 M trifluorietikkahappoa, kunnes hapon 
konsentraatio näytteessä oli 2 M. Näytettä inkuboitiin 120 ºC uunissa hiekkahauteella 
yksi tunti, säilytys -20 ºC. Näytteen sisältämät yhdisteet eroteltiin paperikromatografialla, 
Wh 1, etyyliasetaatti:pyridiini:vesi (EPV), 8:2:1 (v/v/v), 15 h. (Fry, 1988). 
 
 
Fraktioiden 47-49, 50-53 ja 54-56 preparatiivinen paperikromatografia ja hydrolysointi 
 
Preparatiivisessa kromatografiassa voidaan erotella suurempia määriä näytettä kuin 
tavallisessa analyyttisessä kromatografiassa. Erotellut yhdisteet voidaan eristää 
paperilta valittuun jatkokäsittelyyn. Preparatiivisessa kromatografiassa käytetään 
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paksumpaa Whatman 3MM -paperia (Wh 3), joka sallii suuremman näytelatauksen kuin 
Wh 1, noin 1 mg/ pistelataus.  
 Näytteistä 47-49 (126,7-131,7 ml) ja 50-53 (134,2-141,7 ml) sekä 54-56 (144,2-
149,2 ml) tehtiin preparatiivinen kromatografia. Yhdistetyt näytteet lisättiin paperille 
viivana pistelatauksen sijaan. Viivalatauksen molemmin puolin tehtiin samasta 
näytteestä pistelataus, joka erottelun jälkeen värjättiin hopeanitraatilla. Näin voitiin 
arvioida värjäämättömän viivalauksen kulkua. Ajoliuoksena oli EEV -liuos, yön yli. 
Kiinnostavan yhdisteen sisältävä kohta leikattiin irti ja käärittiin 5 ml muoviruiskun kuoren 
sisälle. Muoviruiskun kuoret laitettiin 15 ml Falconputkiin. Paperi kasteltiin vedellä ja 
sentrifugoitiin 1800 g viisi minuuttia, kolme toistoa. (Fry, 1988). Saadut liuokset 
jäädytettiin, konsentroitiin kylmäkuivaimella ja liuotettiin pieneen tilavuuteen vettä. 
 Näytteiden tilavuudesta ¼ (47-49; 65 µl, 50-53; 90 µl, 54-56; 70 µl) ajettiin 
sellaisenaan paperikromatografialla, Wh 1, EEV, 9 h, hopeavärjäys. Preparatiivisessa 
kromatografiassa puhdistettujen näytteiden tilavuudesta ½ hydrolysoitiin 
trifluorietikkahapolla, kuten yllä on kerrottu. Hydrolysoidut näytteet ajettiin 
paperikromatografialla, Wh 1, EPV, 15 h, aniliinivetyftalaattivärjäys (Liite 2). EPV -liuos 
erottelee erityisen hyvin monosakkarideja. (Fry, 1988). 
 
 
2.4. Neljän vuorokauden solususpensiokasvatus, 2 % sakkaroosi 
 
Neljän vuorokauden solususpensiokasvatuksen näytteenotto, 2 % sakkaroosi 
 
Neljän vuorokauden solususpensiokasvatus toteutettiin kuten yhden vuorokauden 
solususpensiokasvatus. Sentrifugoidusta kasvatusliuoksesta, pH 4,7, ajettiin 9 ml näyte 
Biogel P-2 -pylvään läpi. Näytteen pylvääseen imeytystilavuus oli 9,2 ml. Mahdollisesti 
kiinnostavia yhdisteitä sisältävät fraktiot konsentroitiin kylmäkuivaamalla ja uudelleen 
veteen, 120 µl, liuottamalla. 
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Neljän vuorokauden kasvatuksen yhdisteiden erottelu paperikromatografialla 
kiinnostavien fraktioiden löytämiseksi 
 
Neljän vuorokauden kasvatuksen fraktiot 24-56 eroteltiin paperikromatografialla, 20 µl, 
Wh 1, EEV, 9 h ja värjättiin hopeanitraatilla. Hopeanitraatilla värjäytymättömät fraktiot 
tarkasteltiin lisäksi spektrofotometrisesti, 260, 262 ja 280 nm. Fenolit absorboivat koko 
UV-alueella (Fry, 1988).  
 
 
Etyyliasetaattiuutto neljän vuorokauden kasvatusliuokselle 
 
Etyyliasetaattiuutolla on mahdollista erottaa vapaat fenoliyhdisteet etyyliasetaattifaasiin 
sokeriyhdisteiden jäädessä vesifaasiin. Sentrifugoidun kasvatusliuoksen pH 4,7 
säädettiin 0,1 M suolahapolla, kunnes pH oli noin 3, jotta kaikki fenolit olisivat fenoleina 
eikä fenoksideina. Näytettä ja etyyliasetaattia lisättiin molempia yhtä paljon 
erotussuppiloon (kuva 2.5). Suppiloa sekoitettiin varovasti, jotta emulsion 
muodostuminen minimoituisi. Vesifaasi muodostuu etyyliasetaattifaasin alle. 
Etyyliasetaatti- ja vesifaasit kerättiin talteen. Uutto toistettiin kolmesti. Emulsion 
muodostuessa faasit eroteltiin sentrifugoimalla 5 minuuttia, 1700 g. Vesifaasin pH 
säädettiin lopuksi takaisin 0,1 M natriumhydroksidilla (Marjamaa ym., 2006). 
Etyyliasetaattifaasi haihdutettiin ja yhdisteet liuotettiin metanoliin, 1,8 ml, +4 ºC. 
 Etyyliasetaattiuutettu kasvatusliuos eli vesifaasi fraktioitiin Biogel P-2 -pylväässä. 
Näytteen imeytystilavuus oli 9,1 ml. Fraktiot kylmäkuivattiin ja liuotettiin veteen, 200 ?l. 
Fraktioiden 44-56 tilavuudesta 33,3 ?l eroteltiin paperikromatografialla, Wh 1, BPV, 17 h. 
Fraktiot 44-51 eroteltiin vielä uudestaan ajoliuoksella EEV, Wh 1, 9 h, 
hopeanitraattivärjäys. Etyyliasetaattiuutetuille fraktioille 47 ja 48 tehtiin vielä lisäksi 
ninhydriinivärjäys.  
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Kuva 2.5. Etyyliasetaattiuuton erotussuppilo. 
 
 Neljän vuorokauden 2 % sakkaroosi solususpension fraktioissa 47 ja 48 oli 
yhdisteitä, jotka näkyivät aminoryhmiä värjäävällä ninhydriinillä (kuva 3.15). Fraktiot 44-
47 eroteltiin uudelleen paperikromatografialla aminohappostandardien kanssa, Wh1, 
EEV, 9 h, ninhydriinivärjäys. Aminostandardeiksi valittiin pelkistynyt L-glutationi, 
putreskiinidihydrokloridi, spermiinitetrahydrokloridi ja spermidiini (N-[3-aminopropyyli]-
1,4-butaanidiamiini) (Sigma-Aldrich). 
 
 
2.5. Neljän vuorokauden solususpensiokasvatus 0,25 %, 0,5 %, 0,75 % ja 1 % 
sakkaroosipitoisuuksilla 
 
Neljän vuorokauden solususpensiokasvatuksen näytteenotto, 1 %, 0,75 %, 0,5 % ja 
0,25 % sakkaroosi, ja ensimmäinen paperikromatografia 
 
Solususpensiokasvatuksen sakkaroosipitoisuutta alennettiin, jotta tri-, di- ja 
monosakkaridit erottautuisivat paremmin eri fraktioihin geelisuodatuksessa. Valmistettiin 
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solususpensiokasvatukset seuraavilla sakkaroosipitoisuuksilla: 1 %, 0,75 %, 0,5 % ja 
0,25 %. Jokaisesta käsittelystä oli kolme 25 ml:n suspensiota. Kolmen vuorokauden 
kasvatuksen jälkeen huomattiin, että jokaisessa sarjassa oli yksi pullo, johon oli 
muodostunut voimakkaasti ligniinisakkaa. Sakkaa muodostaneista kasvatuksista 
kasvatusliuos kerättiin kolmen vuorokauden kasvatuksen jälkeen (taulukko 2.1). Jäljellä 
olevista kasvatuksista kerättiin kasvatusliuos neljän vuorokauden kuluttua kasvatuksen 
aloittamisesta ja rinnakkaiset kasvatusliuokset yhdistettiin. Suspensiokasvatus ja 
kasvatusliuoksen keräys tapahtuivat (sakkaroosin pitoisuutta lukuun ottamatta) kuten 
yhden vuorokauden kasvatuksessa. 
 
Taulukko 2.1. Solususpensiokasvatuksien solujen tuorepainot. 
Sakkaroosipitoisuus 3 vrk/ 25 ml 4 vrk/ 2*25 ml (keskiarvo) 
0,25 % 1,27 g 0,68 g 
0,5 % 1,41 g 0,78 g 
0,75 % 0,83 g 1,15 g 
1 % 1,08 g 0,83 g 
2 %  1,01 ga 
a = aiempi havainto 
 
 Neljän ja kolmen vuorokauden solususpensiokasvatuksien suspensioliuoksesta 
tehtiin suoraan paperikromatografia kaikilla sakkaroosikonsentraatioilla, myös 2 % 
sakkaroosikasvatuksen etyyliasetaattiuutetusta ja käsittelemättömästä, BPV -liuoksella, 
Wh1, 17 h. 
 
 
Näytteiden ”0,25 % ja 0,5 % -sakkaroosi” preparatiivinen kromatografia 
 
Neljän vuorokauden suspensiokasvatuksista ”0,25 % ja 0,5 % -sakkaroosi” tehtiin 
preparatiivinen paperikromatografia. Tavoitteena oli puhdistaa näytteistä kaksi yhdistettä, 
jotka olivat kulkeutuneet hitaammin kuin sakkaroosi BPV -liuoksessa (kuva 3.16: A ja B). 
Näytteissä ”0,25 % ja 0,5 % -sakkaroosi” kasvatusalustan suuri sokerikonsentraatio ei 
rajoita yhtä paljon näytteen lisäystä paperille kuin ”0,75 %, 1 % ja 2 % -
35 
 
sakkaroosinäytteissä”. Suspensioliuokseen ”0,25 % -sakkaroosi” oli pakastuksen jäljiltä 
muodostunut sakkaa. Sakka liukeni kuitenkin 30 mM EDTA -liuokseen, 
[CH2N(CH2CO2H)2]2, joka on tehokas kelatoija 2-arvoisille metalli-ioneille. Sakka koostui 
todennäköisesti kalsiumsiltoja muodostaneista pektiineistä (Jarvis, 1984). 
 Suspensioliuoksia konsentroitiin kylmäkuivaimella ja Whatman 3 MM -paperille 
imeytettiin viivana 8,5 ml alkuperäistä suspensioliuosta vastaava määrä ”0,25 % -
sakkaroosinäytettä” ja 4,8 ml vastaava määrä ”0,5 % -sakkaroosinäytettä”. Näytteet 
eroteltiin eri ajoliuoksella (EEV, 9h) kuin ensimmäisessä paperikromatografiassa (BPV), 
sillä EEV -liuos, oli osoittautunut hyväksi liuokseksi neljän vuorokauden 
solususpensionäytteiden erottelussa.  
 Hopeanitraattivärjättyjen sivustandardien perusteella arvioitiin, missä tutkittavat 
yhdisteet kulkevat, ja molemmista viivalatauksista leikattiin kaksi liuskaa. Näytteet 
nimettiin yhdisteen kulkeutumisen perusteella paperikromatografiassa ”hitaaksi” (1) 
tai ”nopeaksi” (2) Näytteet liuotettiin paperista veteen sentrifugoimalla kuten yhden 
vuorokauden kasvatuksen preparatiivisessa paperikromatografiassa ja kuivattiin. 
Näytteet uudelleen liuotettiin veteen, 200 ?l. Näytteiden puhtaus tarkastettiin 
paperikromatografialla, EEV, 9h, Wh 1. Näytettä ”0,5 % -sakkaroosi” pipetoitiin paperille 
4 % tilavuudesta ja” 0,25 % sakkaroosi” -näytettä 2 % tilavuudesta. 
 Preparatiivisella paperikromatografialla puhdistettu näyte ”0,5 % hidas” eroteltiin 
vielä EEV -liuoksella ja värjättiin ninhydriinillä, Wh 1, 9 h. 
 Suspensioliuos ”4 vrk 0,25 %” valmisteltiin Biogel P-2 -pylväässä erotteluun 
sentrifugoimalla pektiinisakka pois. Pektiinipolymeerit ovat niin suuria, etteivät ne liiku 
paperikromatografiassa ja voivat tukkia geelipylvään. Näytteen fraktiointi pylväässä 
suoritettiin kuten yhden vuorokauden kasvatukselle aiemmin (kappale 2.2). 
Fraktionkeräimen tippapään kohdistusongelman vuoksi vain osa fraktioiden tilavuudesta 
saatiin talteen. Fraktiot kuivattiin kylmäkuivaimessa ja liuotettiin 200 ?l:aan vettä. 
Paperikromatografiaan näytteitä pipetoitaessa on otettu mahdollisuuksien mukaan 
huomioon fraktioiden konsentraatioerot hävikistä johtuen. Fraktioiden 26-60 yhdisteet 
eroteltiin ajoliuoksella EEV, 9 h, Wh1. Kuivatuille papereille tehtiin hopeanitraattivärjäys 
(Liite 2). 
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2.6. D-[U-14C]-glukoosi -kokeiden esivalmistelut 
 
D-[U-14C]-glukoosi -kokeen esikoe 
 
Kuusisolukoille tehtiin D-[U-14C]-glukoosin syöttö, jotta voitiin havaita yhdisteitä, jotka 
eivät alhaisen pitoisuuden vuoksi näy paperikromatografian värjäyksissä. D-[U-14C]-
glukoosin syötössä osa solukkokasvatuksista pidettiin kasvatusalustalla, josta puuttui 
lisätty myo-inositoli. Tarkoituksena oli havannoida myo-inositolihapetusreitin toimivuutta 
kuusella. Ennen varsinaista D-[U-14C]-glukoosin syöttöä kuusisoluille tehtiin esikoe. 
Esikokeessa selvitettiin A3/85 -solukoiden kyky säilyä hengissä ja tuottaa ligniiniä 
alustalla, jossa ei ole myo-inositolia tai on etanolia. D-[U-14C]-glukoosi (Amersham, 
CFB.96, batch 224) toimitetaan liuoksessa, jossa on 3 % etanolia. 
 5'-suspensioalustaa valmistettiin 2 % sakkaroosilla ilman myo-inositolia tai sen 
kanssa. Osaan autoklavoiduista myo-inositolia sisältävistä alustoista lisättiin 0,3 % 
etanolia. Kontrollina toimi tavallinen 5’-solususpensiokasvatus. Jokaisesta käsittelystä oli 
viisi rinnakkaista kasvatusta. Suspensioviljelmien aloitus ja kasvatus muilta osin 
toteutettiin, kuten on kerrottu yhden vuorokauden kasvatuksesta (kappale 2.2). Neljä 
vuorokautta aloituksen jälkeen otettiin jokaisesta kasvatuspullosta steriilisti 1,5 ml liuosta. 
Näytteistä mitattiin absorbanssi 600 nm, jota käytettiin suspensiokasvatuksen 
solunulkoisen ligniinin mittarina. Taustanäytteenä toimi 5'-ravintoliuos. Viisi vuorokautta 
aloituksen jälkeen kasvattaminen lopetettiin ja suspensioliuoksista mitattiin jälleen 
absorbanssi 600 nm. 
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Kuva 2.6. Kuusen A3/85 solususpensiokasvatukset 5’-alustalla ilman myo-inositolia 4 
vrk. 
 
 
D-[U-14C]-glukoosin puhtauden radiokemiallinen tarkistus 
 
D-[U-14C]-glukoosin puhtaus tarkastettiin radiokemiallisesti ennen käyttöä 
hajoamistuotteiden varalta. D-[U-14C]-glukoosia sekoitettiin 0,7 µl eli 5,18 kBq veteen 9,3 
µl ja liuos pipetoitiin Whatman 1 -paperille, jossa oli leimaamaton glukoosi, 50 µg, 
sivustandardina. Ajoliuoksena käytettiin EPV -liuosta, 13,5 h. Sivustandardit leikattiin 
erilleen ja värjättiin aniliinivetyftalaatilla (Liite 2). Loput paperista leikattiin 4*1 cm 
suikaleiksi vetokaapissa, jotta leikkaamisesta syntyvä paperipöly ei joutuisi 
hengitysilmaan. Paperisuikaleet käärittiin muovisiin nestetuikepulloihin, joihin lisättiin 10 
ml Instagel (Packard) nestetuikeliuosta. Näytteiden radioaktiivisuus mitattiin 
nestetuikelaskennalla. Puhdasta Whatman 1 - paperia käytettiin taustanäytteenä. 
 
 
 
 
 
38 
2.7. Driselaasin puhdistus ja testaus 
 
Driselaasi 
 
Oligosakkaridien sokeriyksiköiden koostumuksen tarkasteluun valittiin happohydrolyysin 
ja borohydridikäsittelyn lisäksi entsymaattinen Driselaasi-käsittely. Driselaasi on sekoitus 
endo-ja eksoentsyymejä, jotka on eristetty Irpex lacteus-sienestä. Driselaasi pilkkoo 
erittäin tehokkaasti soluseinien, jotka eivät ole lignifikoituneet, polysakkarideja 
monosakkarideiksi. Driselaasi ei kuitenkaan kykene katkaisemaan disakkaridi Xyl-?-
(1?6)-Glc (isoprimeveroosi) -sidosta, sillä entsyymiseoksesta puuttuu kyseistä sidosta 
katkova ?-ksylosidaasientsyymi. Xyl-?-(1?6)-Glc sidoksia on soluseinien 
ksyloglukaanissa (Fry, 1988). Kaksisirkkaisilla kasveilla on primaarisen soluseinän 
hemiselluloosassa paljon ksyloglukaania (Levy ym., 1991). 
 
 
Kasvimateriaalin valmistelu 
 
Driselaasin testausta varten valmistettiin kuusen solukkoviljelmästä ja kaksisirkkaisesta 
kasvista AIR -soluseinämänäytteet (Alcohol Insoluble Residue). 2-N -alustalla 
kasvatettua A3/85 kallussolukkoa kuivatettiin folionyyteissä + 50 °C uunissa yli yön. 
Kaksisirkkaista kasvia edustamaan valittiin basilika (Ocimum basilicum), jonka lehtiä 
kuivattiin kuten kallusta. Teflonkorkkisiin esipunnittuihin lasipulloihin punnittiin tarkasti 
noin 50 mg kuivattua materiaalia. Kuusesta ja basilikasta tehtiin molemmista kaksi 
toistoa. Lasipullot täytettiin 70 % etanolilla, 12 ml/ putki. Putkia inkuboitiin + 60 °C 
vesihauteessa. Putkia käänneltiin tasaisin väliajoin ja 70 % etanoli vaihdettiin kaksi 
kertaa päivässä uuteen kolmen vuorikauden ajan. Etanoliin liukenevat muun muassa 
klorofylli ja liukoiset sokerit. Jäljelle jäävät soluseinän polymeerit. Liukoisten sokereiden 
peseytyminen testattiin antronikokeella, kuten liitteessä 3 on esitetty. Standardina 
käytettiin glukoosia. Inkubointia etanolissa jatkettiin vielä vuorokauden ajan 
antronikokeen jälkeen. Lopuksi näytteet kuivattiin ja punnittiin (Fry, 1988). 
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Driselaasi-entsyymien puhdistus 
 
Driselaasi Basidiomycetes sp. (Sigma-Aldrich) jauheesta eristettiin soluseiniä hajottavat 
entsyymit (Fry, 1988). Jauhetta sekoitettiin 1 g 10 ml:aan 50 mM natriumasetaattia, pH 5, 
entsyymien liuottamiseksi. Seos sentrifugoitiin, 10 min, +4 °C, 2500 g. Supernatanttiin, 
8,5 ml, lisättiin sekoituksessa hitaasti 4,42 g ammoniumsulfaattia, (NH4)2SO4, jolloin 
loppukonsentraatioksi tuli 52 %. Proteiinien annettiin saostua jäillä 15 minuuttia. 
Sentrifugointi toistettiin ja pelletti liuotettiin 7,5 ml:aan vettä. Näyte imeytettiin PD-10 
Sephadex G-25-pylvääseen (GE Healthcare) kolmessa erässä, 3*2,5 ml, suolojen 
poistamiseksi. Näyte eluoitiin 3,5 ml:lla vettä. Erien välillä pylväs huuhdeltiin 25 ml:lla 
vettä. Eluutiot yhdistettiin ja kylmäkuivattiin. Kaikki työvaiheet tehtiin + 4 °C (Fry, 1988). 
 
 
Soluseinäpolymeerien pilkkominen Driselaasilla ja paperikromatografia 
 
Jokaisen AIR -näytteen, 2,5 mg, päälle lisättiin 0,125 ml 0,25 % Driselaasia puskurissa 
pyridiini:etikkahappo:vesi, 1:1:23 (v/v/v) + 0,5 % w/v klorobutanoli (1,1,1-trikloori-2-
metyyli-2-propanolihemihydraatti), pH 4,8. Näytteitä inkuboitiin ravistelijassa + 25 °C 24 
tuntia. Entsyymikäsittelyn verrokiksi tehtiin happohydrolyysi AIR -näytteille. Näytettä, 5 
mg, inkuboitiin tunnin ajan + 120 °C 2 M trifluorietikkahapossa, 0,25 ml. 
 Whatman 3 MM -paperille pipetoitiin 1,25 mg AIR -näytettä vastaavat määrät 
Driselaasi- ja happohydrolysoituja näytteitä. Kontrolliksi lisättiin Driselaasia edellä 
mainitussa puskurissa sama määrä kuin Driselaasilla käsitellyissä näytteissä. 
Monosakkaridit eroteltiin paperikromatografiassa ensin ajoliuoksella BEV, 8 h ja sen 
jälkeen vielä ajoliuoksella EPV, 16 h, aniliinivetyftalaattivärjäys (Fry, 1988). 
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2.8. D-[U-14C]-glukoosi-koe 
 
Solususpension kasvatus ja näytteenotto 
 
Suspensioviljelmät aloitettiin aamulla D-[U-14C]-glukoosin syöttöä edeltävänä päivänä, 
kuten edellä on mainittu. Suspensioalustana oli 5'-alusta 0,1 % sakkaroosilla ilman myo-
inositolia tai sen kanssa. Sakkaroosin määrä kasvatuksessa pidettiin alhaisena, jotta 
solut ottaisivat sisäänsä mahdollisimman paljon radioaktiivista glukoosia. Iltapäivällä 
siirrostuksesta aiheutuvan stressin toivottavasti jo hieman tasaannuttua molemmista 
viljelmistä otettiin kaksi rinnakkaista 500 µl:n edustavaa otosta (soluja ja 
suspensioliuosta) tasapohjaisiin lasiputkiin. Kasvatusta jatkettiin tavalliseen tapaan. 
 Syöttöä varten haihdutettiin kuiviin 2,0 MBq D-[U-14C]-glukoosia 
vakuumisentrifugissa. Kuivatettu D-[U-14C]-glukoosi liuotettiin 220 µl:aan 5'-
suspensioalustaa, 0,1 % sakkaroosi, ilman myo-inositolia. Kuhunkin 500 µl:n viljelmään 
lisättiin 50 µl eli 0,45 MBq steriilisuodatettua D-[U-14C]-glukoosia laminaarissa. 
Välittömästi lisäyksen jälkeen otettiin viljelmistä 5 µl:n näyte tuikenestelaskentaan. 
Radioaktiivisuus määritettiin putkissa, joissa oli näytteen lisäksi 995 µl vettä ja 10 ml 
Optiphase Hisafe 3 (PerkinElmer) tuikenestettä. Syöttö tehtiin vetokaapissa 
tasoravistelijassa 100 rpm, jatkuvassa valossa 17,1 µmol m-2 s-1, sillä solut vapauttavat 
hengityksessään radioaktiivista hiilidioksidia. 
 20 tuntia syötön aloituksesta kerättiin näytteet solususpensiosta, jossa oli myo-
inositolia (näyte ”norm 20”) ja solususpensiosta, jossa ei ollut (näyte ”-myo 20”). 
Kasvatusliuos pipetoitiin erilleen soluista. Liuoksesta otettiin 5 µl:n näyte 
tuikenestelaskimeen kuten syötön alkaessakin. Näytteillä seurattiin D-[U-14C]-glukoosin 
ottoa soluihin. Paperikromatografiaa varten varattiin 60 µl ja loput säästettiin 
geelisuodatusta varten. Tuikenestelaskimen näytettä lukuun ottamatta kaikki näytteet 
säilöttiin pakastimeen, - 20 ºC, nestetypen kautta. Näytteet jälkimmäisistä 
solususpensioista kerättiin 25 tuntia syötön aloituksen jälkeen (näytteet ”norm 25” ja ”-
myo 25”). 
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Näytteiden etyyliasetaattiuutto ja autoradiografia 
 
Geelisuodatusnäytteille, noin 500 µl, ja paperikromatografianäytteille, 30 µl, tehtiin 
etyyliasetaattiuutto samalla tavoin kuin neljän vuorokauden kasvatukselle (kappale 2.4). 
Uutto suoritettiin samalla tilavuudella kuin näyte kaksi kertaa välillä sentrifugoiden, jotta 
faasit erottautuisivat hyvin. Vesifaasi otettiin talteen jatkokäsittelyjä varten.  
 Etyyliasetaattiuutetut ja uuttamattomat näytteet eroteltiin paperikromatografialla, 
Wh 3, kahdella eri ajoliuoksella (BPV, 14,5 h ja EEV, 9h). Myös D-[U-14C]-glukoosia 
ladattiin paperille 5,2 kBq.  Erottelun jälkeen paperin annettiin kuivua ja sivustandardit 
leikattiin irti. Radioaktiivisille näytteille aloitettiin kahden viikon autoradiografia. 
Sivustandardit värjättiin hopeanitraatilla. 
 
 
Näytteiden ”norm 25 ja -myo 25” käsittelyt 
 
Ennen geelisuodatusnäytteiden erottelua Biogel P2-pylväässä näytteet kuivattiin 
typpihaihdutuksella ja liuotettiin puskuriin A, 1 ml. Fraktioinnin eluutionopeus oli 9,5 ml 
tunnissa näytteelle ”norm 25” ja 9,2 ml tunnissa näytteelle ”-myo 25”. Fraktioiden 
tilavuus oli 2,5 ml. Kustakin fraktiosta 100 µl otettiin tuikenestepulloon, jossa oli 400 µl 
vettä ja 5 ml Optiphase Hisafe 3 (PerkinElmer) tuikenestettä. Näytteiden radioaktiivisuus 
mitattiin nestetuikelaskennalla. Radioaktiivisuutta sisältävät fraktiot haihdutettiin kuiviin 
typpihaihdutuksella ja/ tai kylmäkuivaimella. Fraktiot liuotettiin uudelleen 100 µl:aan vettä. 
 Radioaktiivisuutta sisältävät fraktiot laitettiin kokonaisuudessaan 
paperikromatografiaan ajoliuoksella BPV, 14 h, Wh 3. Sivustandardinsokerit detektoitiin 
hopeanitraattivärjäyksellä ja näytteiden radioaktiiviset yhdisteet kahden viikon 
autoradiografialla.  
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Valittujen yhdisteiden jatkokäsittely 
 
Valitut yhdisteet (1M-7M, 1N ja 5N-7N) leikattiin paperilta autoradiografian filmin avulla. 
Leikattu paperi taiteltiin 5 ml ruiskun sisälle ja kasteltiin vedellä, 0,5 ml. Vesi 
sentrifugoitiin 15 ml:n putkeen. Sentrifugointi ja paperin kastelu toistettiin kuudesti. 
Veteen liuenneet yhdisteet jäädytettiin ja kuivattiin kylmäkuivaimessa. Näytteet liuotettiin 
uudelleen 0,3 ml:aan vettä ja jaettiin kolmeen osaan. Osanäytteille tehtiin Driselaasi-, 
happohydrolyysi- ja natriumborohydridikäsittelyt monosakkaridikoostumuksen 
selvittämiseksi. Happohydrolysoinnilla voidaan pilkkoa kaikki oligosakkaridit 
monosakkarideiksi. Natriumborohydridi muuttaa oligosakkaridiketjun pelkistävän sokerin 
sokerialkoholiksi ennen ketjun hydrolysointia monosakkarideiksi happohydrolyysillä. 
Driselaasi -entsyymikäsittelyllä on mahdollista pilkkoa kaikki muut glykosidiset sidokset 
paitsi isoprimeveroosin (Xyl-?-(1?6)-Glc) ksyloosin ja glukoosin välistä sidosta. 
Käsittelyjen jälkeen näytteet eroteltiin paperikromatografialla, Wh 3, ensin 
butanoli:etikkahappo:vesi (BEV), 12:3:5, 10 h ja sen jälkeen vielä EPV, 10 h (Fry, 1988). 
 
 
Driselaasikäsittely  
 
Näytteisiin, 100 ?l, lisättiin saman verran 0,5 % Driselaasia puskurissa A (1 % (v/v) 
pyridiini, 1 % (v/v) etikkahappo, 0,5 % (w/v) klorobutanoli (1,1,1-trikloori-2-metyyli-2-
propanolihemihydraatti), pH 4,7). Näytteet olivat ravistelussa 90 rpm vuorokauden 
huoneenlämmössä. Entsyymireaktio pysäytettiin pipetoimalla näyte Whatman 3MM -
paperille. Näytteet eroteltiin ajoliuoksilla BEV, 10 h ja EPV, 10 h (Fry, 1988). 
 
 
Happohydrolyysi 
 
Näytteisiin, 100 ?l, lisättiin 100 ?l 4 M trifluorietikkahappoa (TFA) ja näytteitä inkuboitiin 
tunti + 120 °C. Näyte pipetoitiin Whatman 3MM -paperille. Näytteet eroteltiin ajoliuoksilla 
BEV, 10 h ja EPV, 10 h (Fry, 1988). 
43 
 
Natriumborohydridipelkistys 
 
Näytteisiin, 100 ?l, lisättiin 100 ?l 1 M natriumborohydridi, NaBH4, 2 M ammoniakki, NH3. 
Näytteitä inkuboitiin huoneenlämmössä neljä tuntia, jonka jälkeen lisättiin 30 ?l 99,7 % 
etikkahappoa. Natriumborohydridi muuttaa oligosakkaridiketjun pelkistävän sokerin 
sokerialkoholiksi. Vahva etikkahappo nostaa liuoksen pH:ta, jolloin borohydridi muuttuu 
boraatiksi ja pelkistysreaktio pysähtyy (Fry, 1988). 
 Ammoniumionit poistettiin näytteistä Dowex-50 kationinvaihtopylväässä. Kuiva 
Dowex-50 -kationinvaihtaja valmisteltiin pesemällä helmet 1 M suolahapolla tunnin ajan 
ja huuhtelemalla runsaalla vedellä. Dowex-50 -pylväs (1,5 ml) valmistettiin 
pasteurpipettiin. Näyte imeytettiin pylvääseen ja eluoitiin 3 ml:lla vettä. Näyte kuivattiin 
kylmäkuivaimessa ja liuotettiin uudelleen 150 ?l:aan metanoli:etikkahappo, 10:1, liuosta. 
Liuos poistaa näytteestä boorihapon metyyliesterinä. Näytteet kuivattiin 
typpihaihdutuksella. Metanoli:etikkahappo -käsittely toistettiin kuusi kertaa. Lopuksi 
näytteet liuotettiin 100 ?l:aan vettä ja jatkettiin happohydrolyysillä kuten edellisessä 
kappaleessa (Fry, 1988). 
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3. Tulokset 
 
3.1. Kasvatusajan etsintä 
 
Kuusen solukkokasvatuksesta oli tehty suspensiokasvatus jo aiemmin ja 
kasvatusalustasta oli pakastettu näytteet 1-4 vuorokauden kasvatuksen jälkeen. 
Näytteiden yhdisteet eroteltiin laskevan liuosrintaman paperikromatografialla käyttäen 
kahta eri ajoliuosta, jotka erottelevat hyvin oligosakkarideja (Fry, 1988). 
Paperikromatografioiden tavoitteena oli testata ajoliuoksien erottelukykyä sekä tutkia 
kasvatusajan vaikutusta kasvatusliuoksen sakkaridikoostumukseen. 
 Valituista ajoliuoksista (butanoli:pyridiini:vesi (BPV) 4:3:4 (v/v/v), 17 h ja 
etyyliasetaatti:etikkahappo:vesi (EEV), 10:5:6 (v/v/v), 9 h, Wh 1) paremmin erotteli BPV. 
Paperikoromatografialla (kuva 3.1) voitiin nähdä selkeä glukoosia hitaammin kulkenut 
yhdiste tai yhdisteitä (Rf 0,31, kaava 2), jotka näkyivät kaikissa näytteissä.  
 
 ?? =  
?????????????????? ???????
???????????????????? ???????
                 (kaava 2) 
 
 Etyyliasetaatti:etikkahappo:vesi ajoliuos oli kuitenkin käyttäjäystävällisempi kuin 
butanoli:pyridiini:vesi. Kohdeimusta huolimatta lattialla olevan ajotankin avaaminen 
päästi jonkin verran kaasuuntunutta ajoliuosta työskentelytilaan, kun paperit nostettiin 
vetokaappiin kuivumaan. Suspensiokasvatuksien, 1-4 vuorokautta, välillä ei voitu 
havaita selkeitä eroja. Standardien sokereita ei voitu erottaa paperilla toisistaan, sillä 
molemmilla ajoliuoksilla nämä sokerit ajautuivat hyvin lähelle toisiaan. Lisäksi sokereita 
ladattiin paperille liian paljon, n. 300 µg/ kukin sokeri, kun Whatman 1 -paperin 
erottelukapasiteetti on noin 400 ?g (Fry, 1988). Standardia ja näytteitä vertailtaessa 
voitiin todeta näytteidenkin latauksen olleen liian suuri. Solususpensiokasvatusta 
päätettiin kasvattaa yksi vuorokausi, sillä Rf 0,31 -nopeudella kulkeneen 
yhdisteen/yhdisteiden intensiteetti oli pienempi neljännen ja kolmannen vuorokauden 
kohdalla kuin ensimmäisen ja toisen (nuoli, kuva 3.1). Lisäksi voitiin todeta, että 
kasvatusliuoksen sakkaroosikonsentraatio oli solumäärään nähden antelias, sillä 
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sakkaroosin määrä kasvatusliuoksessa ei ollut vähentynyt oleellisesti edes neljän 
vuorokauden kasvatuksen jälkeen. Alustaan lisätty sakkaroosi oli osittain hydrolysoitunut 
glukoosiksi ja fruktoosiksi todennäköisesti jonkin glykosidaasin toimesta (Fry, 1988). 
 
                                                                                                                          Latausviiva 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
1-butanoli:pyridiini:vesi, 4:3:4                etyyliasetaatti:etikkahappo:vesi, 10:5:6 
Kuva 3.1. Suspensiokasvatukset 1-4 vrk, 2 % sakkaroosi, 100 µl suspensioliuosta, Wh 1, 
butanoli:pyridiini:vesi 4:3:4 (v/v/v), 17 h, tai etyyliasetaatti:etikkahappo:vesi 10:5:6 (v/v/v), 
9 h. 
 
 
Yhteenveto 
 
1-4 vuorokauden suspensiokasvatusten välillä ei havaittu selkeitä eroja. Solususpension 
kasvatusajaksi valittiin yksi vuorokausi. Solususpension sakkaroosipitoisuus (2%) oli 
solumäärään ja kasvatusaikaan nähden suuri. 
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3.2. Biogel P-2 -pylvään kalibrointi 
 
Kokostandardiyhdisteiden jakautuminen fraktioihin määritettiin antronikokeella (Liite 2). 
Näytteelle, 9 ml, tehdyssä kalibroinnissa oli 25 mg Blue Dextrania ja glukoosia (taulukko 
3.1). Kuvasta 3.3 voidaan nähdä, että 25 mg oli hieman liikaa Biogel P-2 -pylvään 
erottelukyvylle, sillä varsinkin glukoosia oli useissa fraktioissa. Eluutiotilavuuden, Ve, 
määrityksen tarkentamiseksi 1 ml:n näytteelle vähennettiin standardiyhdisteet 500 
?g:aan (taulukko 3.2). Eluutiopiikistä saatiin näin terävä (kuva 3.4). 
 Standardiyhdisteinä käytettiin vain maltoheptaoosia, maltotetraoosia ja glukoosia. 
Kooltaan glukoosin ja maltoheptaoosin välille jäävien oligosakkaridien koko arvioitiin 
kuvista 3.5 ja 3.6.  
 
 
Kuva 3.3. Biogel P-2 -pylvään kokostandardiyhdisteiden eluointitilavuudet 9 ml:n 
näytteelle antronikokeella määritettynä. 
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Kuva 3.4. Biogel P-2 -pylvään kokostandardiyhdisteiden eluointitilavuudet 1 ml:n 
näytteelle antronikokeella määritettynä. 
 
Taulukko 3.1. Kokostandardiyhdisteiden eluutiotilavuudet pylväskromatografiassa 9 ml 
näytteelle antronivärjäyksellä. 
Standardimolekyyli Eluutiotilavuus Ve, ml Konsentraatio, mM mg/ pylväs 
Blue Dextran 74,0 0,0014 25,0 
maltoheptaoosi 116,0 0,096 1,0 
maltotetraoosi 133,4 0,17 1,0 
D-(+)-glukoosi 149,4 15,4 25,0 
 
Taulukko 3.2. Kokostandardiyhdisteiden eluutiotilavuudet pylväskromatografiassa 1 ml 
näytteelle antronivärjäyksellä. 
Standardimolekyyli Eluutiotilavuus Ve, ml Konsentraatio, mM ?g/ pylväs 
maltoheptaoosi 103,5 0,43 500 
maltotetraoosi 123,8 0,75 500 
D-(+)-glukoosi 145,4 2,78 500 
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Kuva 3.5. Kokostandardiyhdisteiden eluutiotilavuuden suhde sokeriyksiköiden funktiona 
9 ml:n näytteelle. 
 
 
Kuva 3.6. Kokostandardiyhdisteiden eluutiotilavuuden suhde sokeriyksiköiden funktiona 
1 ml:n näytteelle. 
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Yhteenveto 
 
Biogel P-2 pylvään kalibrointi oli onnistunut. Sokeriyhdisteen erottautuminen Biogel P-2 -
pylväässä on parhaimmillaan, kun yhdistettä on alle 1 mg. 
 
 
3.3. Yhden vuorokauden solususpensiokasvatus, 2 % sakkaroosi 
 
Yhden vuorokauden kasvatuksen fraktioiden erottelu paperikromatografialla ja 
kiinnostavien fraktioiden valinta jatkokäsittelyyn 
 
Yhden vuorokauden kasvatuksen fraktioiden esivärjäyksen perusteella valittiin 34 
(eluutiotilavuus 66,7-149,2 ml) fraktiota paperikromatografialla eroteltaviksi. Fraktiot 23-
45 (66,7-121,7 ml) olivat tyhjiä ja niissä ei havaittu hopeanitraattivärjäyksellä yhdisteitä. 
Standardien sokerit olivat erottautuneet toisistaan hyvin (kuva 3.7 ja 3.8). Standardien 
sokereille laskettiin Rf -arvo, jotta yhdisteiden kulkeutumista voidaan verrata eri 
paperikromatografioiden välillä. 
 Negatiivikuvassa 3.8 voitiin nähdä fraktiossa 46 (124,2 ml) sakkaroosia hitaammin 
ajoliuoksessa kulkeneen yhdisteen (nuoli 1). Biogel P-2 -pylvään kalibroinnin perusteella 
(Kuva 3.5) fraktiossa pitäisi eluoitua viiden tai kuuden sokeriyksikön kokoiset 
oligosakkaridit. Fraktio 46 päätettiin hydrolysoida sen sisältämien sokeriyksiköiden 
selvittämiseksi.  
 Fraktioissa 47-49 (126,7-131,7 ml) eluoituvat kalibroinnin perusteella 
maltotetraoosia suuremmat, mahdollisesti viiden sokeriyksikön kokoiset yhdisteet. 
Paperikromatografian perusteella näissä fraktioissa oli kuitenkin sakkaroosia, joka oli 
alkanut eloitua jo fraktiossa 47 (nuoli 2). Viiden sokeriyksikön kokoisten yhdisteiden ei 
pitäisi kulkeutua paperikromatografiassa näin pitkälle (Fry, 1988). Sakkaroosin määrä 
näytteessä on ollut ilmeisesti liian suuri Biogel P-2 -pylvään erottelukyvylle. 
Kasvatusalustassa oli sakkaroosia 180 mg/ 9 ml. Fraktioissa 47-49 näytti olevan myös 
sakkaroosia hitaammin kulkeutunut yhdiste (kuva 3.8). Fraktioiden samanlaisuuden 
vuoksi ne päätettiin yhdistää jatkokäsittelyssä. Fraktioiden 51-54 erottelu 
50 
paperikromatografialla oli osittain epäonnistunut, sillä näytteet olivat ilmeisesti 
sisältäneet liian paljon sakkaroosia paperin erottelukykyyn nähden. Fraktiossa 56 (149,2 
ml) näytti olevan eniten glukoosia ja standardin mukaan glukoosi eluoituu tässä 
tilavuudessa. Kromatografiasta voitiin silti nähdä, että myös glukoosi oli jakautunut 
useisiin fraktioihin. 
 Näytteet 50-53 ja 54-56 olivat silmämääräisesti samanlaisia ja nämä fraktiot 
päätettiin yhdistää. Yhdistämällä näytteitä toivottiin yhdisteiden pitoisuuden kasvun 
paperilla paljastavan jotain uutta näytteistä. Preparatiivinen kromatografia mahdollisti 
yhdisteiden puhdistamisen ja edelleen hydrolysoinnin. 
 
 
                                                                                                              Latausviiva 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Kuva 3.7. ”1 vrk 2 % sakkaroosi” kasvatuksesta fraktiot 46-56, Wh 1, 
etyyliasetaatti:etikkahappo:vesi 10:5:6 (v/v/v), 8 h. 
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                                                                                                                                                 Latausviiva 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Kuva 3.8. 1 vrk 2 % sakkaroosi kasvatuksesta fraktiot 46-56, Wh 1, 
etyyliasetaatti:etikkahappo:vesi 10:5:6 (v/v/v), 8 h, negatiivikuva. 
 
Valittujen fraktioiden tulokset 
 
Hydrolysoimattomattomien näytteiden paperikromatografiassa standardin sakkaroosi ja 
glukoosi olivat erottautuneet toisistaan heikosti (kuva 3.9). Käytetyssä ajoliuoksessa 
sakkaroosin Rf-arvo oli 0,35 ja glukoosin 0,39. Kaikissa näytteissä voitiin havaita 
sakkaroosia ja lisäksi näytteessä 54-56 voitiin havaita glukoosia. Näytteessä 54-56 oli 
todennäköisesti myös sakkaroosista peräisin olevaa fruktoosia. Fruktoosin Rf-arvo on 
0,42, joten fruktoosi ja glukoosi eivät olleet erottuneet toisistaan. Paperikromatografian 
yhdisteiden eristys siis osittain epäonnistui johtuen sakkaroosin suuresta määrästä 
preparatiivisessa kromatografiassa. Kuvassa 3.9 on merkitty nuolilla 1 ja 2 sakkaroosia 
hitaammin kulkeutunut ja heikosti värjäytynyt yhdiste tai yhdisteet näytteissä 47-49 ja 
50-53. 
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                                                      Latausviiva 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Kuva 3.9. Hydrolysoimattomat näytteet, Wh 1, etyyliasetaatti:etikkahappo:vesi, 10:5:6 
(v/v/v), 9 h, hopeavärjäys. 
 
 Fraktiolle 46 tehtiin hydrolysointi suoraan monosakkaridikoostumuksen 
selvittämiseksi. Yhdistetyistä näytteistä 47-49, 50-53 ja 54-56 puhdistettiin 
preparatiivisella kromatografialla kuvan 3.9 nuolilla osoitettu osa ennen hydrolysointia. 
Hydrolysoinnilla voidaan pilkkoa oligosakkaridit monosakkarideiksi. Yhdistetty fraktio 54-
56 muuttui hydrolysoinnissa keltaiseksi. Muissa näytteissä ei havaittu merkittävää värin 
muuttumista. 
 Hydrolysoitujen näytteiden paperikromatografian standardisokerit olivat erottuneet 
toisistaan erittäin hyvin (kuva 3.10). Standardisokerien ja näyteyhdisteiden 
kulkeutumista verrattiin nopeasti kulkeutuvaan ramnoosiin (RRha, kaava 3) ajoliuoksen 
kulkeman matkan sijasta, sillä monosakkaridien erottelussa ajoliuoksen annetaan valua 
reippaasti paperin yli (taulukko 3.3) (Fry, 1988). 
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RRha = vertailtavan yhdisteen kulkema matka, cmramnoosin kulkema matka, cm                (kaava 3) 
 
 Hydrolysoidussa näytteessä 54-56 oli havaittavissa heikosti ruskeaksi värjäytynyt 
yhdiste (RRha 0,44), joka oli kulkeutunut mannoosin nopeudella (kuva 3.9). Kyseessä oli 
kuitenkin todennäköisesti sakkaroosista peräisin oleva fruktoosi, joka oli kulkeutunut 
valitulla ajoliuoksella mannoosin kanssa lähekkäin ja värjäytynyt yhtä lailla ruskeaksi 
aniliinivetyftalaattivärjäyksessä. Fruktoosin RRha ajosysteemissa on 0,43 (Fry, 1988). 
Lisäksi näytteen lähtöpisteessä oli yhdiste/ yhdisteitä, jotka eivät ajautuneet. Yhdiste 
näkyi vain negatiivikuvassa. Kyseessä ei liene ollut galakturonihappo tai glukuronihappo, 
sillä se olisi värjäytynyt käytetyllä värillä oranssiksi. Näytteessä oli myös jotain yhdistettä, 
joka oli levinnyt koko paperin pituudelle. Paperikromatografiassa leviäviä yhdisteitä ovat 
erilaiset alditolit ja fenoliset yhdisteet (Fry, 1988). 
 Näytteissä 50-53 ja 47-49 oli vain yksi värjäymä (RRha 0,33), joka oli kulkeutunut 
samalla nopeudella kuin standardin glukoosi. Systeemissä glukoosin kanssa samalla 
nopeudella kulkeutuvia yhdisteitä ovat mannitoli ja sorbitoli. Monet kasvit käyttävät 
mannitolia osmoottisen stressin aikana vesitalouden säätelymolekyylinä. Mannitoli on 
myös antioksidantti ja liittyy patogeenipuolustukseen (Stoop ym., 1996). Mannitolilla ja 
sorbitolilla ei ole kuitenkaan merkittävää roolia soluseinän rakenteessa.  
 Hydrolysoimattomien näytteiden paperikromatografiassa (kuva 3.9) näkyi 
sakkaroosin ja maltotetraoosin välillä kulkeutunut yhdiste (1 ja 2) ja sakkaroosi. 
Mahdollisia sakkaroosia hitaampia yhdisteitä ovat sellobioosi, maltoosi ja laminaribioosi, 
jotka kaikki muodostuvat kahdesta glukoosiyksiköstä. EEV-liuoksessa myo-inositolin Rf-
arvo on 0,42 (testattu myöhemmin) ja se kulkeutuu samalla nopeudella kuin sellobioosi. 
Kasvatualustan sakkaroosin suuren määrän vuoksi yhdisteen kokoa ei voitu määrittää. 
Näytteen 46 hydrolysointi ei valaissut asiaa yhtään enempää, sillä ainetta oli ollut liian 
vähän värjäytyäkseen kunnolla. Yhdiste/ yhdisteet voitiin nähdä haaleana läikkänä 
negatiivikuvassa 3.10 galaktoosin ja mannoosin välissä. Mikään nähtävissä olevista 
yhdisteistä (kuva 3.10, taulukko 3.3) ei ollut myo-inositoli, joka kuului suspensioliuoksen 
ravinteisiin. EPV-liuoksessa myo-inostolin RRha on 0,16 ja se kulkeutuu hieman 
nopeammin kuin galakturoni- ja glukuronihappo (testattu myöhemmin). Myo-inositoli 
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värjäytyy hopeanitraatilla. Kasvatusaikaa päätettiin jatkaa neljään vuorokauteen, jotta 
solut ehtisivät tuottaa kasvatusliuokseen hopea- ja aniliinivetyftalaattivärjäyksellä 
havaittavia määriä sokeriyhdisteitä. 
 
 
                                                                                                                          Latausviiva 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Kuva 3.10. Hydrolysoidut näytteet preparatiivisessa kromatografiassa, Wh 1, 
etyyliasetaatti:pyridiini:vesi, 8:2:1(v/v/v), 15 h, aniliinivetyftalaattivärjäys. Yhdisteiden Rf-
arvot on esitetty taulukossa 3.3. 
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Taulukko 3.3. Hydrolysoitujen näytteiden RRha-arvot (kuva 3.10). 
47-49 50-53 54-56 Standardi 
   0,04 GalA 
   0,28 Gal 
0,33 0,33 0,32 0,34 Glc 
  0,44 0,43 Man 
   0,52 Ara 
   0,65 Fuc/Xyl 
   1,0   Rha 
 
 
Yhteenveto 
 
Yhden vuorokauden solususpensiokasvatuksesta löydettiin yksi mielenkiintoinen 
yhdiste/ yhdisteitä fraktioista 46, 47-49 ja 50-53. Yhdisteen kokoa ei voitu määrittää 
luotettavasti, mutta se oli mahdolisesti disakkaridi tai suurempi (kuva 3.5 ja kuva 3.7). 
Yhdiste näyttäisi koostuneen hydrolysoinnin (kuva 3.10) mukaan kokonaan glukoosista, 
mannitolista tai sorbitolista. Koska aniliinivetyftalaatti värjää lähinnä monosakkarideja ja 
pelkistäviä disakkarideja, nähtävä sokeri on todennäköisesti glukoosi (Fry, 1988). Myös 
lyhyiden oligosakkaridien (DP 2) on todettu olevan biologisesti aktiivisia (Hasegawa ym., 
1992; Fry, 1999; Dumville & Fry, 2003).  Yhdisteiden erottelua ja tunnistusta häiritsi 
suspensioliuoksen suuri sakkaroosipitoisuus. Solususpension kasvatusaikaa päätettiin 
jatkaa neljään vuorokauteen. 
 
 
3.4. Neljän vuorokauden solususpensiokasvatus, 2 % sakkaroosi 
 
Fraktioiden erottelu paperikromatografialla 
 
Standardisokerit olivat erottuneet hyvin (kuva 3.11 ja 3.12). Kasvatusliuoksessa 
sakkaroosista vapautunut glukoosi oli alkanut eluoitua tilavuudessa 134,2 ml (kuva 3.11, 
numero 4, taulukko 3.4, Rf 0,33). Glukoosia oli eluoitunut paljon 149,2 ml kohdalla (Rf 
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0,32). Eluutiotilavuus 134-149 ml oli Biogel P-2 -pylvään kalibroinnin mukaan 
maltotetraoosin ja glukoosin välillä. Glukoosi -monosakkaridia oli siis jälleen eluoitunut 
useampaan fraktioon kuin kalibrointi antaisi olettaa. Suurin osa sakkaroosista oli 
hydrolysoitunut neljän vuorokauden kasvatuksen aikana toisin kuin yhden vuorokauden 
kasvatuksessa (Kuva 3.7). Fruktoosi oli selvästi nähtävissä eluutiotilavuudesta 139,2 ml 
lähtien (numero 5, fraktio 52).  Fraktiot 24-26 (69,2-74,2 ml), ei kuvassa, olivat 
viskooseja pipetoidessa ja saattoivat siten sisältää proteiineja. Näiden fraktioiden 
eluointitilavuus oli lähellä Biogel P-2 -pylvään V0 -tilavuutta, 74 ml, jossa eluoituvat 
proteiinit ja muut suuret polymeerit.  
 Fraktioissa 47-52 (126,7-139,2 ml) oli kaksi yhdistettä (1 ja 2), jotka olivat kulkeneet 
ajoliuoksella hitaammin kuin sakkaroosi. Yhdisteet olivat pylvään kalibroinnin mukaan 
maltotetraoosin kohdilla, mutta samoissa fraktioissa oli eluoitunut myös sakkaroosia. 
Yhdisteet olivat joko di- tai trisakkarideja, sillä ne kulkeutuivat paperikromatografiassa 
nopeammin kuin maltotetraoosi. Yhdiste 2 oli eluoitunut myöhemmissä fraktioissa kuin 
yhdiste 1, joten mahdollisesti tämä yhdiste 2 oli disakkaridi ja yhdiste 1 trisakkaridi. 
Värjäytyneet kohdat voivat sisältää useampia yhdisteitä, jotka kulkeutuvat 
ajosysteemissä samalla nopeudella. Tällä alueella erottautuvia yhdisteitä ovat muun 
muassa pelkästään glukoosiyksiköitä sisältävät sellobioosi, maltoosi, laminaribioosi, 
trehaloosi ja laminaritrioosi (Fry, 1988). Glukoosia ja galaktoosia sisältävät laktoosi ja 
melibioosi erottuvat myös alueella. Raffinoosissa olisi lisäksi vielä fruktoosia. Yhdiste 
voisi olla myös ksyloosista ja glukoosista koostuva isoprimeveroosi tai Gal?Ara (Fry, 
1988). Yhden vuorokauden solususpensiokasvatuksessa (kuva 3.8) tällä alueella näkyi 
vain yksi sakkaroosia hitaammin kulkeutunut yhdiste, vaikka käytetty ajoliuos oli sama, 
EEV. Numerolla 3 merkityt yhdisteet (129,2-141,7 ml) olivat sivustandardin mukaan 
todennäköisesti sakkaroosia.  
 Fraktiot 45-49 sisälsivät yhdisteitä (kuvat 3.11 ja 3.12, kohdat 6 ja 7), jotka eivät 
värjäytyneet hopeanitraattilla, vaan paperi oli  jäänyt taustaa vaalemmaksi. Vapaat 
fenoliset yhdisteet ja aminohapot kulkeutuvat nopeasti paperikromatografiassa (Fry, 
1988). Värjäytymättömien yhdisteiden fraktiot mitattiin spektofotometrillä UV-alueelta 
(Berden ym., 1996), mutta tulosten tulkinta oli vaikeaa useiden näytteessä olevien 
yhdisteiden vuoksi. Fenolien esiintymistä näytteissä ei voitu todentaa. Kuvassa 3.11 
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näkyvien yhdisteiden 6 ja 7 vuoksi suspensionäytteelle päätettiin tehdä 
etyyliasetaattiuutto. Etyyliasetaattiuutossa fenolisten yhdisteet siirtyvät vedestä 
etyyliasetaattifaasiin, sillä niiden liukoisuus on suurempi orgaanisiin liuottimiin kuin 
veteen aromaattisen renkaan takia (Fry, 1988).  
 
 
                                                                                                                                                                                             Latausviiva 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Kuva 3.11. Neljän vuorokauden solususpensiokasvatus 2 % sakkaroosi, Wh 1, 
etyyliasetaatti:etikkahappo:vesi, 10:5:6, 9 h, Wh 1, hopeanitraattivärjäys. 
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                                                                                                                               Latausviiva 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Kuva 3.12. Neljän vuorokauden solususpensiokasvatus 2 % sakkaroosi, Wh 1, 
negatiivikuva, etyyliasetaatti:etikkahappo:vesi, 10:5:6, 9 h, hopeanitraattivärjäys. 
 
Taulukko 3.4. Neljän vuorokauden solususpensiokasvatuksen yhdisteiden Rf-arvot 
(kuva 3.12). 
Standardi 48 49 50 51 52 53 54 55 56 Standardi 
Mlt4  0,13          0,09  Mlt4 
 0,21 0,21 0,20 0,21 0,20      
 0,24 0,24 0,24 0,25 0,24 0,23 0,25 0,25 0,24  
 0,28 0,28 0,28 0,29 0,28 0,27    0,27  Sucr 
Sucr  0,31         0,32  
   0,33 0,35 0,34 0,33 0,33 0,33  0,34  Glc 
Glc  0,38     0,38 0,38 0,38 0,40  0,40  Fru 
Fru  0,43           
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Etyyliasetaattiuutetut fraktiot 
 
Uuttamattoman (Kuva 3.11 ja 3.12) ja uutetujen (Kuva 3.13 ja 3.14) näytteiden fraktioita 
53-56 (141,7-149,2 ml) vertailtaessa voitiin huomata etyyliasetaattiuuton vähentäneen 
näytteen sakkaroosipitoisuutta. Sakkaroosi (C, F) ja glukoosi (D, G, kuva 3.13) olivat 
eluoituneet kuitenkin samassa tilavuudessa kuin uuttamattomassakin näytteessä (kuva 
3.12). Uuttamattomassa fraktiossa 51 (kuva 3.11) oli eluoitunut hyvin vähän fruktoosia. 
Etyyliasetaattiuutetun fraktiossa 51 oli nähtävissä kaksi yhdistettä (C), jotka kulkeutuivat 
sakkaroosin tavoin. Näistä toinen oli todennäköisesti kuvan 3.11 yhdiste 1 tai 2. 
Uuttamattomat näytteet oli eroteltu eri liuoksella kuin etyyliasetaattiuutetut, joten 
yhdisteiden voi olettaa erottautuvan hieman eri tavalla. Fraktioissa 50-53 (134,1-141,6 
ml) oli erottautunut maltotetraoosin ja sakkaroosin väillä kulkevat yhdisteet (B ja E). 
Eluointitilavuuden puolesta ja paperikromatografian perusteella alueella kulkevat 
disakkaridit ja trisakkaridit. Ajoliuoksessa sakkaroosin ja maltotetraoosin välillä ajautuvat 
muun muassa maltoosi, sellobioosi, isoprimeveroosi, Gal?Ara, Gal?Man, laktoosi, 
melibioosi, trehaloosi ja trisakkarideista raffinoosi ja maltotrioosi (Fry, 1988). Rf-arvoja 
(ei näytetty) oli vaikea vertailla, sillä sivustandardien maltotetraoosista voitiin huomata 
ajon menneen hieman vinoon. 
 Ajokammiosta nostettaessa fraktioiden 47-49 kohdalla oli kuivuneita kohtia (A, kuva 
3.13). Nämä kohdat eivät värjäytyneet hopeanitraatilla. Fraktioille tehtiin uusinta-ajo, 
jotta nähtiin oliko kyse yhdisteistä vai artefakteista. Samalla tarkastettiin erityisesti 
uuttamattomissa fraktioissa näkyvien värjäytymättömien yhdisteiden reagointi 
ninhydriinivärjäykseen. Etyyliasetaattiuutetut fraktiot päätettiin erotella uudestaan 
samalla ajoliuoksella kuin uuttamattomatkin fraktiot, sillä BPV ajoliuos ei vaikuttanut 
olevan EEV -ajoliuosta parempi. 
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Kuva 3.13. Neljän vuorokauden solususpensiokasvatus 2 % sakkaroosi, 
etyyliasetaattiuutettu näyte, fraktiot 44-56, Wh 1, butanoli: pyridiini: vesi, 4:3:4, 17 h. 
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Kuva 3.14. Neljän vuorokauden solususpensiokasvatus 2 % sakkaroosi, 
etyyliasetaattiuutettu näyte, fraktiot 44-56, Wh 1, negatiivikuva, butanoli: pyridiini: vesi, 
4:3:4, 17 h. 
 
 
Paperikromatografian uusinta etyyliasetattiuutetuille fraktioille 
 
Ensimmäisessä uutetun näytteen paperikromatografiassa (kuva 3.13, BPV) näkyvät 
täplät (A) fraktioissa 47-49 eivät näkyneet uusintaerottelussa (kuva 3.15, EEV, taulukko 
3.5). Nopeasti kulkeutuneet yhdisteet (29 cm) fraktioissa 47 ja 48 sisälsivät 
ninhydriinivärjäyksen perusteella aminoryhmiä (nuolet, kuva 3.15). BPV -ajoliuoksella 
aminohapot kulkeutuvat huomattavasti hitaammin kuin EEV -liuoksella (Fry, 1988). 
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Kuvan 3.13 täplissä (A) saattoi olla kyse siis aminoryhmiä sisältävistä yhdisteistä. 
Fraktion yhdisteet päätettiin myöhemmin ajaa aminostandardeja vastaan ja värjätä 
ninhydriinillä (luku 3.5). 
 BPV -ajoliuoksessa heikosti erottautuneet yhdisteet fraktioissa 50-53 erottautuivat 
selvästi kahdeksi täpläksi EEV-ajoliuoksella (1 ja 2, kuva 3.15). Galakturonibioosi ja 
hydroksyproliinitetra-arabinosidi voitiin hylätä vaihtoehtona, sillä ne kulkeutuvat BPV- 
ajoliuoksessa hitaammin kuin maltotetraoosi ja olisivat selvästi erottuvia (Fry, 1988). Rf-
arvojen perusteella yhdiste 1 voisi olla maltotrioosi, laktoosi, melibioosi, laminaritrioosi 
tai raffinoosi. Yhdiste 2 saattoi olla sellobioosi, isoprimeveroosi, Gal?Ara tai maltoosi 
(Fry, 1988). Kumpikaan yhdisteistä ei ollut myo-inositoli, sillä se erottautuu BPV-
ajoliuoksessa samalla nopeudella kuin maltotetraoosi (erillinen standardiajo). Biogel P-2 
-pylvään kalibroinnin perusteella yhdisteissä oli neljä sokeriyksikköä, mutta sakkaroosin 
valtavan määrän vuoksi yhdisteet saattoivat olla pienempiäkin. Sakkaroosin suuri määrä 
kasvatusalustassa aiheutti sen eluoitumisen Biogel P-2 -pylväästä useissa fraktioissa (3). 
Mahdollisesti mielenkiintoiset tetra-, tri- ja disakkaridit eluoituivat osittain samoissa 
fraktioissa sakkaroosin kanssa. Pienten sokeripitoisuuksien jakaantuminen useisiin 
fraktioihin hankaloitti havainnointia käytettävissä olevilla värjäysmenetelmillä. Sakkaroosi 
värjäytyy heikosti hopeanitraatilla, joten värjäykset eivät todennäköisesti kertoneet 
totuutta sakkaroosin todellisesta määrästä näytteissä. Yhdisteiden puhdistus 
preparatiivisella kromatografialla voi epäonnistua, jos sakkaroosia on paperilla 
enemmän kuin silmällä havaitaan 
 Etyyliasetaattiuutossa etyyliasetaattifaasiin (10 ?l ja 20 ?l) oli siirtynyt ainakin 
glukoosia ja fruktoosia (4 ja 5, kuva 3.15). Näiden sokerien siirtyminen faasista toiseen 
selittyi niiden suurella pitoisuudella. Etyyliasetattifaasissa ei ollut havaittavissa fraktioissa 
nuolilla merkittyjä yhdisteitä. Etyyliasetaattifaasin 10 µl näytteessä oli mahdollinen 
artefakti (6) värjäysliuoksesta, sillä värjäymä puuttui 20 ?l näytteestä. 
 Seuraavaan solususpensiokasvatukseen päätettiin alentaa sakkaroosipitoisuutta 5’-
liuoksessa ja puhdistaa fraktioiden yhdisteitä preparatiivisella paperikromatografialla. 
Sakkaroosipitoisuuden vähentäminen kasvatusalustassa voi kuitenkin vaikuttaa solukon 
erittämien yhdisteiden laatuun tai määrään (Simola ym., 1992). 
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        a)                                                                                          b) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Kuva 3.15. Eyyliasetaattiuuton etyyliasetaattifaasiin uutetut yhdisteet ja uusinta-ajo 
etyyliasetaattiuutetuille fraktioille 44-51 ajoliuoksella etyyliasetaatti:etikkahappo:vesi, 
10:5:6, 9h, Wh 1, hopeanitraattivärjäys (a) ja fraktioille 47 ja 48 ninhydriinivärjäys (b). 
 
Taulukko 3.5. ”4 vrk uutettu” uusinta-ajon Rf -arvot (kuva 3.15). 
Standardi 49 48 50 51 10 µl 20 µl Standardi 
Mlt4  0,13       0,12  Mlt4 
 0,21 0,20 0,21 0,21    
 0,25  0,25 0,25    
Sucr  0,30 0,29  0,29 0,29   0,29  Sucr 
Glc  0,37    0,35 0,34 0,35 0,35  Glc 
Fru  0,41     0,39 0,40 0,40  Fru 
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Yhteenveto 
 
Neljän vuorokauden suspensiokasvatuksessa havaittiin kaksi mielenkiintoista yhdistettä 
(1 ja 2, kuva 3.15), joista toinen oli mahdollisesti disakkaridi ja toinen trisakkaridi. 
Valitettavasti näille yhdisteille ei kuitenkaan tehty happohydrolysointia monosakkaridien 
analysoimiseksi. Yhdiste 1 saattoi olla maltotrioosi, laktoosi, melibioosi, laminaritrioosi tai 
raffinoosi. Yhdiste 2 saattoi olla sellobioosi, isoprimeveroosi, Gal?Ara tai maltoosi (kuva 
3.15) (Fry, 1988). Kumpikaan yhdisteistä ei ollut myo-inositoli, koska se erottautuu BPV-
ajoliuoksessa samalla nopeudella kuin maltotetraoosi (kuva 3.13)  
 Lisäksi havaittiin aminoryhmiä sisältäviä yhdisteitä, jotka olivat eluoituneet neljän ja 
viiden sokeriyksikön kohdalla. Aminoryhmiä sisältävät yhdisteet ovat vesiliukoisia (kuva 
3.15). 
 Yhdisteiden erottelua ja tunnistusta haittasi edelleen kasvatusliuoksen korkea 
sakkaroosipitoisuus. 
 
 
3.5. Neljän vuorokauden solususpensiokasvatus 0,25 %, 0,5 %, 0,75 % ja 1 % 
sakkaroosipitoisuuksilla 
 
Paperikromatografia 0,25 %, 0,5 %, 0,75 %, 1 % ja 2 % sakkaroosipitoisuuksilla 
 
Solususpensiokasvatuksen sakkaroosipitoisuutta alennettiin, jotta tri-, di- ja 
monosakkaridit erottautuisivat paremmin eri fraktioihin geelisuodatuksessa. 
 Kaikissa kasvatusliuosten näytteissä oli yhdiste/ yhdisteitä, joka olivat kulkeutuneet 
tetramaltoosin kanssa samalla nopeudella paperikromatografiassa (A, kuva 3.16). 
Aiemmissa fraktioiduissa näytteissä (kuva 3.7, 3.11 ja 3.13) ei kuitenkaan havaittu 
yhdistettä, joka olisi kulkeutunut tetramaltoosin kanssa yhtä nopeasti kummallakaan 
käytetyllä ajoliuoksella (EEV ja BPV). Yhdiste saattoi olla myo-inositoli, joka oli 
kasvatusliuoksen aineisosa ja kulkeutuu BPV -liuoksessa maltotetraoosin kanssa 
samalla nopeudella (erillinen standardiajo tehty).  Jos yhdiste oli myo-inositoli, on 
mielenkiintoista, miksi solukko ei ole käyttänyt sitä hiilenlähteenä sakkaroosin loppuessa. 
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Erityisesti näytteessä ”4 vrk 0,25 % -sakkaroosi” voitiin nähdä lisätyn sokerin jo 
loppuneen suspensioliuoksesta (C, kuva 3.16). Näytteessä ”3 vrk 0,25 % -sakkaroosi” oli 
vielä jäljellä lisättyä sokeria. Näyte ”4 vrk 0,25 % -sakkaroosi” valittiin fraktioitavaksi, sillä 
näytteessä ei ollut paljon ongelmia aiheuttanutta suspensioalustan sokeria. 
 Hieman tetramaltoosia nopeammin kulkeutunut yhdiste voitiin havaita jokaisessa 
näytteessä (B, kuva 3.16). Kromatografiassa näkyi myös paljon pieniä täpliä paperin 
alaosassa. Useimmat täplät johtuivat todennäköisesti värjäykseen käytetyn 
hopeanitraatti-asetoniliuoksen sisältämästä sakasta. ”4 vrk 0,25 %” -näytteen kohdalla 
oli tosin pieni täplä, joka saattoi olla fruktoosia, glukoosia tai fenoliglukosidi (D)(Fry, 
1988).  Samoin ”3 vrk 0,25 %” -näytteessä oli pieni täplä, joka voi olla ollut 
fenoliglukosidi (E). Etyyliasetaattiuutetun ja uuttamattoman ”2 % -sakkaroosi” näytteen 
välillä ei ollut eroa. Näyte oli peräisin aiemmasta solususpensiokasvatuksesta (luku 3.4). 
 
 
                                                                                                                                                                                                 Latausviiva 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Kuva 3.16. Neljän ja kolmen vuorokauden solususpensiokasvatus 
sakkaroosikonsentraatioilla 1 %, 0,75 %, 0,5 % ja 0,25 %, 100 µl, ja neljän vuorokauden 
solususpensiokasvatus, 2 % sakkaroosi, 100 µl, etyyliasetaattiuutettu ja käsittelemätön, 
butanoli:pyridiini:vesi, 4:3:4, Wh1, 17 h. 
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Näytteiden ”0,25 % ja 0,5 % ”-sakkaroosi kromatografia 
 
Tavoitteena oli puhdistaa näytteistä kaksi yhdistettä, jotka ovat kulkeutuneet hitaammin 
kuin sakkaroosi BPV -liuoksessa (kuva 3.16: A ja B). Näytteiden 0,25 % ja 0,5 % -
sakkaroosi preparatiivisen kromatografian pistelatauksessa yhdisteet nimettiin 
kulkeutumisen perusteella hitaaksi (1) tai nopeaksi (2) (kuva 3.17, taulukko 3.6). Ajoliuos 
oli vaihdettu edellisestä paperikromatografiasta jälleen takaisin EEV -liuokseksi, jotta 
vertailu aikaisempiin paperikromatogrammeihin olisi helpompaa. Samalla yhdisteiden 
kulkeutuminen paperilla oli muuttunut. Hidas yhdiste (1) oli kulkeutunut (Rf 0,17-0,19, 
taulukko 3.6) paperilla yhtä nopeasti kuin maltotetraoosi, mutta yhdiste ei värjäytynyt 
hopeanitraatilla. Kyseessä ei siis ollut myo-inositoli. Hopeanitraatti ei värjää 
aminohappoja ja maltotetraoosin kanssa yhtä nopeasti kulkeutuu muun muassa 
hydroksiproliinitetra-arbinosidi (Fry, 1988). BPV -liuoksessa hydroksiproliinitetra-
arbinosidi liikkuu maltotetraoosia hitaammin. Kuvan 3.16 negatiivissa voitiin nähdä 
heikosti värjäytymätön rintama neljän vuorokauden näytteissä (B:n alapuolella). 
 Nopea yhdiste (2, Rf  0,29-0,30, kuva 3.17) värjäytyi hopeanitraatilla ja kulkeutui 
hitaammin kuin sakkaroosi. Kyseessä tosin saattoi olla myös myo-inositoli. Myo-
inositolin Rf-arvo EEV-liuoksessa on 0,42 (testattu myöhemmin), mutta myo-inositoli 
kulkeutuu kuitenkin sakkaroosia hitaammin. 
 Jokaisessa latauksessa näkyi heikosti myös Rf arvolla 0,56-0,59 kulkenut yhdiste/ 
yhdisteitä (nuoli, kuva 3.17). Yhdisteen koosta ei voi sanoa mitään varmaa, mutta 
oligosakkarideista alueella kulkee muun muassa ferulyyliarabinoosi, alditoleista glyseroli 
ja monosakkarideista glukuronihappolaktoni ja metyyliksyloosi (Fry, 1988).  
 Paperin alalaidaitaan oli kulkeutunut yhdisteitä (3), jotka todennäköisesti olivat 
vapaita fenoleja (Fry, 1988). 
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Kuva 3.17. Preparatiivisen paperikromatografian hopenitraattivärjätyt pistelataukset, Wh 
3, 4 vrk 0,25 % ja 0,5 % -sakkaroosi, etyyliasetaatti:etikkahappo:vesi 10:5:6, 9 h. 
 
Taulukko 3.6. Preparatiivisen kromatografian pistelatauksien Rf-arvot (kuva 3.17). 
Standardi 0,25 % 0,25 % 0,5 % 0,5 % Standardi 
Mlt4  0,18 0,17 0,17 0,19 0,18 0,16  Mlt4 
 0,29 0,29 0,30 0,29  
Sucr  0,37  0,36 0,35 0,36 0,34 0,35  Sucr 
Glc  0,43 0,41 0,42 0,42 0,40 0,41  Glc 
Fru  0,47 0,48 0,48 0,48 0,46 0,46  Fru 
 0,58 0,59 0,59 0,56  
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Näytteiden ”0,25 % ja 0,5 % -sakkaroosi” preparatiivisen kromatografian puhtauden 
tarkistus 
 
Edellisen paperikromatografian (kuva 3.17) ”0,25 % ja 0,5 % -sakkaroosi” -näytteiden 
viivalatauksesta leikattiin yhdisteet 1 ja 2 ja eluoitiin veteen. Näytteiden puhtaus 
tarkastettiin paperikromatografialla (kuva 3.18, taulukko 3.7). Näytteille käytettiin samaa 
ajoliuosta kuin edellisessä paperikromatografiassa (EEV). Yhdisteet olivat erottautuneet 
melkein samalla tavalla kuin preparatiivisen kromatografian pistelatauksissa (kuva 3.17 
ja 3.18). Nopeammin kulkeutunut yhdiste oli puhdistunut hyvin (2, kuva 3.18). Merkkejä 
sakkaroosista ei ollut havaittavissa. Kyseessä oli ehkä disakkaridi. Nopeassa näytteessä 
oli mahdollisesti 50-100 ?g sokeria, jos vertasi värjäyksen intensiteettiä 
sivustandardiin. ”0,25 % hidas ja nopea” -näytteitä oli pipetoitu paperille 2 % ja 
vastaavasti ”0,5 % -näytteitä” 4 % preparatiivisessa kromatografiassa eristetystä 
näytteistä. ”0,25 % -sakkaroosi” suspensioliuoksessa oli siis ”nopea” -yhdistettä 290-590 
mg/l, joka on 0,9-1,7 mM jos lasketaan sellobioosin molekyylipainolla. Sellobioosi on 
disakkaridi.  ”0,5 % -sakkaroosi” suspensiokasvatukselle luvut olivat 260-520 mg/l ja 0,8-
1,5 mM. Myo-inositolin konsentraatio 5’-suspensioliuoksessa oli 0,6 mM (liite 1). Myo-
inositolin molekyylipainolla laskettuna nopean yhdisteen pitoisuus oli 1,4-2,9 mM (0,25 % 
-sakkaroosi) ja 1,4-2,9 mM (0,5 % -sakkaroosi). Laskelmat ovat toki vain suuntaa 
antavia, mutta myo-inositolin pitoisuus kasvatusliuoksessa on samaa kertaluokkaa 
kuin ”nopea”-näyte. Näytteistä ”hidas (1)” ei ollut värjäytynyt hopeanitraatilla, mutta oli 
näkyvissä, joskin hyvin heikosti. ”Hidas näyte” oli kulkeutunut eri nopeudella kuin 
kuvassa 3.17 Wh 3 -paperilla, vaikka ajoliuos oli ollut sama.  
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Kuva 3.18. Preparatiivisella kromatografialla puhdistettujen näytteiden ”0,25 % ja 0,5 % 
hidas ja nopea” paperikromatografia, Wh 1, etyyliasetaatti:etikkahappo:vesi 10:5:6, 9 h. 
 
Taulukko 3.7. Preparatiivisella kromatografialla puhdistettujen näytteiden Rf-arvot (kuva 
3.18). 
Numerointi 
kuvassa 
0,5 % hidas 0,25 % hidas 0,5 % nopea 0,25 % nopea 
1 0,17 0,17   
2   0,36 0,36 
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”4 vrk 2 % sakkaroosi” fraktioiden 44-47  ja ”0,5 % hidas” -näytteen erottelu 
aminostandardeja vastaan 
 
Neljän vuorokauden ”2 % sakkaroosi” solususpension fraktioissa 47 ja 48 oli yhdisteitä, 
jotka näkyivät aminoryhmiä värjäävällä ninhydriinillä (kuva 3.15). Fraktiot 44-47 eroteltiin 
uudelleen paperikromatografialla aminohappostandardien kanssa, Wh1, EEV, 9 h. 
Aminostandardeiksi valittiin pelkistynyt L-glutationi, putreskiinidihydrokloridi, 
spermiinitetrahydrokloridi ja spermidiini (N-[3-aminopropyyli]-1,4-butaanidiamiini) 
(Sigma-Aldrich). Samalla värjättiin ”0,5 % hidas” -näyte. Putreskiini, spermidiini ja 
spermiini ovat yleisimmät kasvien polyamiinit (Crozier ym., 2000). 
 Näytteessä ”0,5 % hidas” ei havaittu värjäytymistä, joten yhdisteessä ei ole 
värjäytyviä ?-NH2-ryhmiä (Fry, 1988). 
 Fraktioissa 46 ja 47 voitiin nähdä värjäytyneet yhdisteet, joiden Rf-arvo oli noin 
0,60. Kyseessä oli sama yhdisterintama, joka näkyi kuvassa 3.11 numerolla 6 ja 
kuvassa 3.15 merkattuna nuolella. Numerolla 7 (kuva 3.11) nimetyt yhdisteet eivät 
värjäytyneet ninhydriinillä tai jäivät värjäysmenetelmän detektiorajan alle. 
Aminoyhdisteet olivat kulkeutuneet samalla nopeudella kuin spermidiini ja putreskiinin 
toinen värjäymä (taulukko 3.8). 
 Sokeristandardissa (Sucr, Glc, Fru) voitiin nähdä heikosti värjäytymä myös Rf-
arvon 0,60 tienoilla. Kyseessä saattoi olla standardin kontaminaatio, sillä 
sokeristandardissa ei pitäisi olla mitään ninhydriinillä värjäytyvää. Toinen vaihtoehto on, 
että käyttämissämme sokereissa oli epäpuhtauksina jotakin, joka reagoi 
ninhydriinivärjäyksessä. 
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                                                                             Latausviiva 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Kuva 3.19. Fraktiot 44-47 neljän vuorokauden suspensiokasvatuksesta ”2 % sakkaroosi 
uuttamaton”, ja preparatiivisesti puhdistettu näyte ”0,5 % hidas” sekä aminostandardit, 
Wh 1, etyyliasetaatti:etikkahappo:vesi, 10:5:6, 9 h, ninhydriinivärjäys. 
 
Taulukko 3.8. Ninhydriinivärjätyn paperikromatografian Rf-arvot (kuva 3.19). 
GSH putreskiini spermidiini spermiini 0,5 % hidas 44 45 46 47 
Sucr 
Glc 
Fru 
 0,41  0,33       
0,57   0,56   0,59    
 0,62 0,63     0,63 0,62 0,63 
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Näytteen ”4 vrk 0,25 % -sakkaroosi” fraktioiden paperikromatografia. 
 
Neljän vuorokauden suspensiokasvatuksesta ”0,25 % -sakkaroosi” kokofraktioitiin Biogel 
P-2 -pylväässä ja fraktioille tehtiin preparatiivinen paperikromatografia. Tavoitteena oli 
puhdistaa näytteestä kaksi yhdistettä, jotka olivat kulkeutuneet hitaammin kuin 
sakkaroosi BPV -liuoksessa (kuva 3.16: A ja B). Fraktioissa 26-55 ei havaittu yhdisteitä. 
Fraktioissa 56-60 (149,2-159,2 ml) voitiin nähdä Rf-arvoilla 0,27-0,29 (kuva 3.20, 
taulukko 3.9.) kulkeneen yhdisteen/ yhdisteitä, jotka olivat aiempien 
paperikromatografioiden perusteella (kuvat 3.17 ja 3.18) samat kuin ”0,25 % ja 0,5 % 
nopea” -näyte. Yhdiste oli eluoitunut samoissa tilavuuksissa kuin glukoosi pylvään 
kalibroinnissa. Yhdiste saattoi olla myo-inositoli 5'-suspensioliuoksesta. 
Paperikromatografiassa, jossa vertailtiin eri sakkaroosikonsentraatioilla kasvatettuja 
suspensioviljelmiä (kuva 3.16), voitiin nähdä, että ”4 vrk 0,25 % sakkaroosi” -näyte 
sisälsi enää hyvin vähän alustaan lisättyä sakkaroosia. On hyvin erikoista, että myo-
inositolia olisi vielä paljon suspensiossa, josta sakkaroosi ja sen myötä myös glukoosi ja 
fruktoosi on käytetty. Fraktioissa 56-59 näkyi myös heikosti värjäymiä, jotka olivat 
erottautuneet samalla alueelle kuin standardin glukoosi ja fruktoosi. Fraktioissa 52-54 
(139,2-144,2 ml) voitiin nähdä heikosti sakkaroosin kanssa yhtä nopeasti kulkeutuneita 
yhdisteitä. Nämä yhdisteet voivat olla glukoosia, fruktoosia ja sakkaroosia. Fraktioissa 
58 ja 59 (154,2-156,7 ml) voitiin nähdä nopeasti kulkeutuneita yhdisteitä, jotka eivät ole 
värjäytyneet hopeanitraatilla. 
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Kuva 3.20. ”4 vrk 0,25%” -sakkaroosinäytteen geelisuodatuksen fraktiot 52-60, Wh1, 
etyyliasetaatti:etikkahappo:vesi 10:5:6, 9 h. 
 
Taulukko 3.9. ”4 vrk 0,25 %” suspensiokasvatuksen fraktioinnin Rf-arvot. 
Standardi 57 58 59 60 Standardi 
Mlt4 0,12     0,15 Mlt4 
 0,27 0,27 0,28 0,29  
Sucr 0,32     0,33 Sucr 
Glc 0,37     0,39 Glc 
Fru 0,42     0,44 Fru 
 
 
Yhteenveto 
 
Kuusisolukko oli käyttänyt kaiken annetun sakkaroosin neljän vuorokauden kuluessa, 
kun sakkaroosia oli alussa 0,25 %. Neljän vuorokauden suspensiokasvatuksessa ”0,25 % 
sakkaroosi” oli nähtävissä huomattava määrä maltotetraoosin kanssa samalla 
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nopeudella kulkeutuvaa yhdistettä/ yhdisteitä, joka ehkä oli myo-inositolia (kuva 3.16), 
jota solukko ei ollut käyttänyt hiilenlähteenä, vaikka sakkaroosi oli jo loppunut liuoksesta. 
Preparatiivisella kromatografialla puhdistetuista näytteistä ”nopea” kulkeutui myo-
inositolin kanssa samalla nopeudella (hieman sakkaroosia hitaammin). Nopean 
yhdisteen Rf-arvo EEV-liuoksessa oli 0,29-0,36 (taulukko 3.6 ja 3.7). ”0,25 % -
sakkaroosi” näytteen fraktioinnissa ei havaittu hidasta näytettä (kuva 3.20). Hitaammin 
paperilla erottautuva yhdiste ei värjäytynyt hopeanitraatilla eikä ninhydriinillä. Yhdiste ei 
todennäköisesti sisältänyt siis aminoryhmiä. Hopeanitraatti värjää huonosti esimerkiksi 
alditoleja ja joitain oligosakkarideja (Fry, 1988). 
 
 
3.6. D-[U-14C]-glukoosi -kokeiden esivalmistelut 
 
D-[U-14C]-glukoosi-kokeen esikoe 
 
Esikokeessa selvitettiin A3/85 -solukoiden kyky säilyä hengissä ja tuottaa ligniiniä 
alustalla, jossa ei ole myo-inositolia tai on etanolia. D-[U-14C]-glukoosi toimitetaan 
liuoksessa, jossa on 3 % etanolia. Ligniinin absorbanssimittauksista (taulukko 3.10) 
selkeästi nähtiin 5'-suspensioalustan muutoksien lisänneen ligniinin muodostumista 
kasvatuksissa. Kuusisolut kuitenkin pysyivät elossa kaikissa kasvatuksissa. Näin ollen 
päätettiin kuivattaa tarvittava määrä D-[U-14C]-glukoosia ja liuottaa se pieneen määrään 
5’-ravintoliuosta ennen syöttöä solukkoviljelmään. 
 
Taulukko 3.10. A3/85 suspensiokasvatuksista mitattujen A 600 nm absorbanssien 
keskiarvot keskivirheineen kasvatusliuoksen sameuden vertailemiseksi. 
 A 600 nm, keskiarvo (± keskivirhe) 
Käsittely 4 vrk 5 vrk 
5' 0,019 (±0,043) 0,128 (±0,019) 
5' ilman myo-inositolia 0,151 (±0,137) 0,450 (±0,061) 
5' + 0,3 % etanoli 0,156 (±0,125) 0,453 (±0,056) 
 
 
75 
 
D-[U-14C]-glukoosin puhtauden radiokemiallinen tarkistus 
 
Pitkään säilytettynä radioaktiiviset yhdisteet voivat hajota pienemmiksi yhdisteiksi, joten 
tuotteen radioaktiivinen koostumus oli tarkastettava ennen käyttöä. D-[U-14C]-glukoosin 
radiokemiallinen puhtaus oli hyvä (kuva 3.21). 
 
 
Kuva 3.21. D-[U-14C]-glukoosin radiokemiallisen puhtauden tarkistus 
nestetuikelaskimella etyyliasetaatti:pyridiini:vesi, 8:2:1, paperikromatografian jälkeen. 
Leimaamaton glukoosi oli kulkeutunut paperikromatografiassa 14-16 cm. 
 
 
Yhteenveto 
 
Kuusen solususpension ligniinin tuotto voimistui, jos kasvatusalustassa oli etanolia tai 
jos kasvatusalustasta puuttui myo-inositoli. D-[U-14C]-glukoosi oli radiokemiallisesti 
puhdasta. 
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3.7. D-[U-14C]-glukoosin syöttö 0,1 % -sakkaroosikasvatuksille ja kasvatusliuoksen 
fraktioiden paperikromatografia 
 
Suspensioliuos ennen fraktiointia 
 
Autoradiografiasta voitiin todeta D-[U-14C]-glukoosin olevan tutkimuksen tarkoitukseen 
nähden riittävän puhdasta (kuva 3.22). BPV -ajoliuos oli erotellut näytteet 
onnistuneemmin kuin EEV. Tavallisella 5’-alustalla pidetyt ja 20 tai 25 tuntia D-[U-14C]-
glukoosisyötössä olleet näytteet nimettiin ”norm 20” ja ”norm 25”. Ilman myo-inositolia 
kasvatetut solususpensiot nimettiin ”-myo 20” ja 25.  
 ”Norm 25” -näytteet erosivat huomattavasti muista näytteistä (kuva3.22). 
Vaikuttaisi siltä, että solut ”norm 25” -syötössä olivat ottaneet enemmän D-[U-14C]-
glukoosia sisäänsä kuin solut ”norm 20” -syötössä (kuva 3.22). D-[U-14C]-glukoosin 
syötön alussa ja lopussa otettujen kasvatusalustan tuikenestenäytteiden mukaan ”norm 
20” -näytteen suspensioliuoksen radioaktiivisuus olikin kasvatuksen lopussa korkeampi 
kuin muissa näytteissä (kuva 3.23). Lisäksi ”norm 25” -näytteistä puuttui 
maltoheptaoosin ja maltotetraoosin välillä kulkeva yhdiste(et), joka voitiin havaita muissa 
näytteissä. Geelisuodatukseen valittiin näytteet ”norm 25” ja ”-myo 25”. Tätä ennen 
fenolisia yhdisteitä poistettiin näytteistä etyyliasetaattiuutolla. Etyyliasetaattiuutto 
onnistui näytteille hyvin, sillä vapaiden fenolien määrä oli autoradiografian perusteella 
(nuolet) etyyliasetaattiuutetuissa näytteissä huomattavasti pienempi kuin 
uuttamattomissa näytteissä (kuva 3.22).  
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    butanoli:pyridiini:vesi 4:3:4                           etyyliasetaatti:etikkahappo: vesi 10:5:6 
Kuva 3.22. Etyyliasetaattiuutetut ja uuttamattomat ”norm 20”, ”norm 25”, ”-myo 20” ja ”-
myo 25” -näytteet 15 ?l ja D-[U-14C]-Glc 5,2 kBq, Wh 3, butanoli:pyridiini:vesi 4:3:4, 14,5 
h ja etyyliasetaatti:etikkahappo:vesi 10:5:6, 9 h. 
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Kuva 3.23. 14C-aktiivisuus suspensioliuoksessa D-[U-14C]-glukoosin syötön alussa ja 
lopussa (20 tai 25 h). 
 
 
Näytteiden ”norm 25” ja ”-myo 25” fraktioiden radioaktivisuus 
 
Näytteiden ”norm 25” ja ”-myo 25” yhdisteet eroteltiin koon mukaan geelisuodatuksella. 
Näytteen ”-myo 25” suuret yhdisteet, kuten proteiinit (Vo), olivat eluoituneet 2,2 ml eli 
yhden fraktion verran aikaisemmin kuin ”norm 25” -näytteessä (Taulukko 3.11, kuva 3.24 
ja kuva 3.25). Samoin glukoosi oli eluoitunut yhden fraktion verran aikaisemmin. Näin 
ollen disakkaridein ja trisakkaridien eluointitilavuus arvioitiin laskien näytteen glukoosin 
eluointitilavuudesta takaisinpäin 10 ml (disakkaridit) ja 15 ml (trisakkaridit). 
 Vo -tilavuuden 65-72,5 ml (norm 25) tai 62,8-70,3 ml (-myo 25) 
kokonaisradioaktiivisuus oli näytteessä ”norm 25” 6,05 kBq ja näytteessä ”-myo 25” 2,93 
kBq. ”Norm 25” -näytteessä oli radioaktiivisuutta kertynyt yli kaksi kertaa enemmän Vo -
tilavuudessa eluoituviin suuriin yhdisteisiin kuten proteiineihin tai soluseinän 
polymeereihin kuin ”-myo 25” -näytteessä. 
0
100
200
300
400
500
600
alkutila lopetus
14
C
-a
kt
iiv
is
uu
s 
su
sp
en
si
ol
iu
ok
se
ss
a,
 k
B
q
14C-aktiivisuus suspensioliuoksessa [U-14C]-glukoosin syötön 
alussa ja lopussa
norm 20
norm 25
-myo 20
-myo 25
79 
 
 Näytteessä ”-myo 25” olivat solut ottaneet D-[U-14C]-glukoosia sisäänsä 
kasvatusliuoksesta hieman enemmän kuin ”norm 25” -näytteessä, sillä D-[U-14C]-
glukoosia oli kasvatusliuoksessa jäljellä hieman vähemmän kuin ”norm 25” -näytteessä 
(taulukko 3.11). Tässä täytyy ottaa huomioon, että näytteiden välillä oli pieniä eroja 
radioaktiivisuudessa jo heti D-[U-14C]-glukoosin lisäyksen jälkeen (kuva 3.23). 
 ”-Myo 25” -näyte oli tuottanut enemmän radioaktiivisia tetra-, tri- ja disakkaridien 
kokoisia yhdisteitä kasvatusliuokseen kuin ”norm 25” -näyte (taulukko 3.11).  
 Näytteiden fraktioiden yhteenlaskettu radioaktiivisuus oli suunnilleen 
samansuuruinen (Taulukko 3.12). Ennen näytteiden kokoerottelua suodatuspylväässä 
niille tehtiin etyyliasetaattiuutto. Etyyliasetaattiuuton etyyliasetaattifaasiin jäi 
huomattavasti enemmän radioaktiivisuutta ”-myo 25” -näytteestä (Taulukko 3.12). 
Esikokeen tulokset (taulukko 3.10) antavat olettaa, että myo-inositolin puutos lisää 
ligniinin muodostumista kasvatusliuokseen. Myo-inositolin puuttuminen 
suspensioliuoksesta näyttää johtaneen lisääntyneeseen fenolisynteesiin. Kokeen 
tulokset olisi kuitenkin toistettava tulosten varmistamiseksi. 
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Kuva 3.24. ”norm 25” -näytteen fraktioiden eluointitilavuus, ml, radioaktiivisuuden 
funktiona, kBq.  
 
 
Kuva 3.25. ”-Myo 25” -näytteen fraktioiden eluointitilavuus, ml, radioaktiivisuuden 
funktiona, kBq. 
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Taulukko 3.11. Näytteiden ”norm 25” ja ”-myo 25” -fraktioiden radioaktiivisuuden vertailu.  
 Eluointitilavuus, ml 14C -aktiivisuus, kBq 
 norm 25 -myo 25 norm 25 -myo 25 
Vo 65-72,5 62,8-70,3 6,05 2,93 
Mlt7 (kalibrointi) 102,5-105 102,8-105,8 0,12 0,11 
Mlt4 (kalibrointi) 122,5-125 122,8-125,3 0,48 0,77 
trisakkaridit (arvioitu) 132,5-135 130,3-132,8 1,32 4,94 
disakkaridit (arvioitu) 137,5-140 135,3-137,8 2,08 2,79 
Glc (kalibrointi) 147,5-150 145,3-147,8 11,7 9,48 
 
Taulukko 3.12. Näytteiden ”norm 25” ja ”-myo 25” vertailu. 
 norm 25 -myo 25 
Kaikki fraktiot vesifaasi, kBq 33,3 32,9  
EtOAc-faasi, kBq 9,3  19,1  
Eluointitilavuus, ml 190 190,3 
 
 
Näytteiden ”norm 25” ja ”-myo 25” vesifaasin fraktioiden paperikromatografia 
 
Näytteiden ”norm 25” ja ”-myo 25” etyyliasetaattiuuton vesifaasi oli fraktioitu Biogel P-2 -
pylväässä. Fraktioiden yhdisteet eroteltiin paperikromatografialla (BPV). 
Paperikromatografioiden sivustandardien sokerit olivat erottuneet toisistaan 
kohtuullisesti (kuva 3.26 ja 3.27). Molemmissa näytteissä suspensioliuokseen lisätty D-
[U-14C]-glukoosi, jota solut eivät ole hyödyntäneet, näkyi fraktioissa 58-62. Fraktioiden 
58-61 intensiteetistä suurin osa oli peräisin D-[U-14C]-glukoosista. ”norm 25” -näytteessä 
näiden fraktioiden yhteenlaskettu radioaktiivisuus oli 14,7 kBq ja ”-myo 25” -näytteessä 
12,7 kBq.  
 Fraktioissa 46-48 voitiin nähdä molemmissa näytteissä maltotetraoosin kanssa 
samalla nopeudella tai hieman nopeammin kulkeutuneita yhdisteitä. 
Geelisuodatuspylvään kalibraatiokäyrän (kuva 3.6) mukaan tässä eluutiotilavuudessa 
kulkeutuvat viiden sokeriyksikön yhdisteet. Molemmissa näytteissä voitiin myös nähdä 
fraktioissa 49-50 ja 50-51 ksyloosia nopeammin kulkeutuneita yhdisteitä. Kalibroinnin 
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mukaan tässä eluutiotilavuudessa tulevat tetrasakkaridit. Yhdisteiden nopea 
kulkeutuminen viittaisi, että kyseessä ei ollut oligosakkaridi. 
 ”Norm 25” ja ”-myo 25” -fraktioiden välillä havaittiin voimakkaita intensiteettieroja. 
Erityisesti fraktioissa 53-55 oli yhdisteitä (1M, 2M ja 4M, kuva 3.26 ja 3.27), joiden 
intensiteetti oli voimakkaampi näytteessä ”-myo 25” kuin näytteessä ”norm 25”. ”Norm 
25” -näytteessä osa yhdisteistä on mahdollisesti valmistettu leimaamattomasta myo-
inositolista myo-inositolihapetusreitin kautta (kuva 1.5). Intensiteettieroja 
lukuunottamatta ”norm 25” ja ”-myo 25” -näytteiden autoradiografioista voitiin löytää 
useimmissa tapauksissa toisiaan vastaavat yhdisteet. Kuitenkin ”norm 25” -näytteen 
trisakkaridialueella fraktioissa 52-54 erottautui maltoheptaoosin kohdalla yhdiste/ 
yhdisteitä, joita ei näkynyt ”-myo 25” -näytteessä. Myös 56-58 fraktioissa oli 
mahdollisesti eroja näytteiden välillä mutta intensiteetti oli heikko ja yhdisteet 
kulkeutuvat lähekkäin. 
 Paperikromatografian perusteella valittiin useita yhdisteitä (1-7M, 1N ja 5-7N, kuva 
3.26 ja 3.27) puhdistettavaksi preparatiivisella paperikromatografialla. Puhdistuksen 
jälkeen näytteille tehtiin happohydrolyysi, borohydridipelkistys ja driselaasi -käsittely 
monosakkaridikoostumuksen selvittämiseksi. 
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Kuva 3.26. ”Norm 25” -näytteen fraktiot 115-162,5 ml, butanoli:pyridiini:vesi, 4:3:4, 14 h, 
Wh 3, hopeanitraattivärjäys ja autoradiografia. 
 
Kuva 3.27. ”-Myo 25” -näytteen fraktiot 112,8-155,3 ml, butanoli:pyridiini:vesi, 4:3:4, 14 
h, Wh 3, hopeanitraattivärjäys ja autoradiografia. 
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Yhteenveto 
 
”Norm 25” -näyte erosi huomattavasti muista näytteistä, myös ”norm 20” -näytteestä 
(kuva 3.22). Näytteen ”-myo 25” ja ”norm 25” näytteiden erot eivät siis välttämättä 
johtuneet kokonaan myo-inositolista.  
 14C-leima oli jakautunut ”norm 25” -näytteen fraktioinnissa vahvemmin 
suurimolekyylisiin yhdisteisiin, kun taas ”-myo 25” -näytteessä suurin aktiivisuus 14C-
glukoosin jälkeen oli trisakkaridien alueella. ”Norm 25” -näytteessä leimaamaton myo-
inositoli on luultavasti käytetty myo-inositolihapetusreitin kautta UDP-D-glukuronihapon, 
UDP-D-ksyloosin, UDP-D-galakturonihapon ja UDP-L-arabinoosin synteesiin. Tällöin 
havaittu leima ei ole näitä sokereita sisältävissä yhdisteissä yhtä voimakas kuin ”-myo 
25” -näytteessä. Mielenkiintoisesti esikokeen tulos, jossa myo-inositolin puute lisäsi 
ligniinin tuottoa, toistui D-[U-14C]-glukoosin syötössä. Etyyliasetaattifaasin 
kokonaisaktiivisuus oli yli kaksi kertaa suurempi ”-myo 25” -näytteessä kuin ”norm 25” -
näytteessä. 
 
 
3.8. Driselaasin puhdistus ja testaus 
 
Driselaasi on entsyymiseos, jolla voi pilkkoa kaikkia muita glykosidisia sidoksia paitsi 
isoprimeveroosin (Xyl-?-(1?6)-Glc) ksyloosin ja glukoosin välistä sidosta. 
Esivalmistelujen jälkeen entsyymiseosta testattiin kuusen solukkoviljelmän ja basilikan 
soluseiniin. Verrokkina toimi happohydrolysoitu soluseinä. Standardien sokereille ei 
voitu määrittää RRha-arvoja, sillä ramnoosi oli ajautunut pois paperilta (kuva 3.28). 
Molemmissa näytetyypeissä, happohydrolysoiduissa ja entsyymeillä käsitellyissä, voitiin 
havaita hitaasti kulkeutuneita yhdisteitä (nuoli, kuva 3.28). Kummassakin käsittelyssä oli 
siis jäänyt osa polymeereistä pilkkoutumatta. Kuusen Driselaasi -näytteissä voitiin nähdä 
primeveroosi (1) heti uronihappojen jälkeen. Isoprimeveroosi on merkki kuusen 
soluseinän ksyloglukaanipolymeeristä Driselaasi -käsittelyissä (Fry, 1988). 
Basilikanäytteissä isoprimeveroosi näkyi vain toisessa Driselaasi -näytteessä (2). 
Isoprimeveroosia ei voitu havaita happohydrolysoiduista näytteistä, sillä happohydrolyysi 
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oli onnistuneesti rikkonut myös Xyl-?-(1?6)-Glc sidoksen. Vastaavasti 
happohydrolysoiduissa kuusisolukon näytteissä voitiin havaita enemmän glukoosia (3) ja 
ksyloosia (4) kuin Driselaasi -näytteissä. Toisaalta myös galaktoosia ja arabinoosia 
näyttäisi olevan enemmän kuusen happohydrolysoiduissa näytteissä kuin entsyymillä 
käsitellyissä. Näyttää siis siltä, että paperille oli laitettu suhteessa enemmän 
happohydrolysoitua näytettä. Paperikromatografiasta voitiin todeta Driselaasin ja 
happohydrolyysin toimivan kuusen solukkoviljelmälle suhteellisen hyvin. 
 
 
 
 
 
86 
 
Kuva 3.28. Driselaasilla (D) ja happohydrolyysillä (TFA) käsitellyt kuusen A3/85 ja 
basilikan lehtien soluseinänäytteet, ajoliuoksin BEV, 8 h ja EPV, 16 h, 
aniliinivetyftalaattivärjäys. 
 
 
 
87 
 
Yhteenveto 
 
Driselaasi pilkkoi tehokkaasti soluseinän polymeerejä monosakkarideiksi. Kuusen 
solukkolinjan soluseinästä havaittiin isoprimeveroosi, joka on ksyloglukaanin 
merkkiyhdiste (Fry, 1988). 
 
 
3.9. Happohydrolyysi, Driselaasi- ja borohydridikäsittelyt 1-7M, 1N ja 5-7N 
yhdisteille 
 
Valittujen yhdisteiden monosakkaridikoostumuksen selvittämiseksi kolmasosalle 
näytteestä tehtiin natriumborohydridipelkistys, joka muuttaa oligosakkaridiketjun 
pelkistävän sokerin sokerialkoholiksi ennen ketjun hydrolysointia monosakkarideiksi 
happohydrolyysillä. Toinen osa käytettiin Driselaasi -entsyymikäsittelyyn 
isoprimeveroosin löytämiseksi. Viimeinen osa näytteistä happohydrolysoitiin 
monosakkarideiksi. Käsitellyt näytteet eroteltiin monosakkarideja erottelevalla 
paperikromatografialla.  Monosakkaridiajon tulosten tarkastelua (kuva 3.29 ja 3.30) 
vaikeutti ajon kulkeutuminen hieman vinoon. Melkein samalla nopeudella kulkeutuvat 
glukoosi ja galaktoosi -standardit olivat eri puolilla näytteitä. Glukoosi kulkeutuu 
käytetyillä ajoliuoksilla nopeammin kuin galaktoosi (Fry, 1988). 
 
 
1N ja 1M 
 
Fraktioissa 53-54 ”norm 25” -näytteessä ja fraktioissa 51-54 ”-myo 25” -näytteessä oli 
tetra- ja trisakkaridien kohdalla eluoitunut maltoheptaoosia nopeammin mutta 
maltotetraoosia hitaammin kulkeutunut yhdiste/ yhdisteitä (kuva 3.26 ja 3.27). 
Käytetyssä ajoliuoksessa alueella erottautuvat muun muassa tetrasakkaridit stakyoosi 
(D-Gal-?-(1?6)-D-Gal-?-(1?6)-D-Glc-?-(1?2)-?-D-Fru) ja hydroksyproliinitetra-
arabinosidi (L-Ara-?-(1?3)-L-Ara-?-(1?2)-L-Ara-?-(1?2)-L-Ara-?-(1?4)-L-4-hydroksy-
proliini). Trisakkaridit kuten raffinoosi ja maltotrioosi kulkevat valitulla ajoliuoksella 
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maltotetraoosia nopeammin (Fry, 1988). ”-myo 25” -näytteeseen oli muodostunut 
yhdistettä/ yhdisteitä enemmän kuin ”norm 25” -näytteeseen. Yhdisteessä saattoi olla 
siten myo-inositolihapetusreitin kautta valmistunutta glukuronihappoa, ksyloosia, 
galakturonihappoa tai arabinoosia. ”Norm 25” -näytteessä osa yhdisteen sokereista 
saattoi olla peräisin leimaamattomasta myo-inositolista. Fraktiosta 54 valittiin 
jatkokäsittelyyn yhdisteet 1M (kuva 3.27, -myo 25) ja 1N (kuva 3.26, norm 25).  
 1N natriumborohydrodikäsitellyssä näytteessä ei ollut radioaktiivisuutta (kuva 3.30). 
Näyte oli todennäköisesti jäänyt konsentroitaessa putken seinille. 
 1N Driselaasi -näytteessä standardin glukuronihappoa nopeammin oli kulkeutunut 
yhdiste (RRha 0,25, kuva 3,29), joka voi olla isoprimeveroosi (yhdiste 2, kuva 3.28) (Fry, 
1988). Näytteestä voitiin nähdä myös monosakkaridi, joka on ksyloosi, fukoosi tai 2-
deoksygalaktoosi (RRha 0,72) (kuva 3.29 ja taulukko 3.13). Ksyloosi ja fukoosi olivat 
erottuneet toisistaan huonosti standardissa. 
 Happohydrolysoinnin jälkeen näytteessä ei enää ollut havaittavissa RRha -arvolla 
0,25 kulkenutta yhdistettä (kuva 3.30, taulukko 3.14). Tämä vahvistaa käsitystä, että 
yhdisteessä oli isoprimeveroosi (D-Xyl-?-(1?6)-D-Glc). Happohydrolysoinnin jälkeen oli 
havaittavissa jälleen ksyloosi, fukoosi tai 2-deoksygalaktoosi (RRha 0,71) sekä glukoosi 
(RRha 0,41). Yhdiste 1N oli ainakin trisakkaridi, jossa oli isoprimeveroosin lisäksi 
ksyloosia, fukoosia tai 2-deoksygalaktoosia. 
 1M näytteen yhdiste oli jo todettu tetrasakkaridin kokoluokkaa lähenteleväksi. 1M 
Driselaasi -näytteessä (kuva 3.29, taulukko 3.13) voitiin havaita ennen standardin 
galakturonihappoa ainakin kaksi yhdistettä, jotka ovat todiste epätäydellisestä 
entsyymitoiminnasta (RRha 0,08 ja 0,15, nuolet). Standardin glukuronihappoa 
nopeammin oli kulkeutunut yhdiste, joka voi olla isoprimeveroosi (RRha 0,24). Jos yhdiste 
olisi ollut trisakkaridi, autoradiografiassa näkyisi vain yksi glukuronihappoa hitaammin 
kulkeutunut yhdiste. 1M -yhdiste oli siis ainakin tetrasakkaridi. Driselaasi -näytteestä 
voitiin nähdä myös ksyloosi, fukoosi tai 2-deoksygalaktoosi (RRha 0,70) kuten 1N 
yhdisteessäkin. Lisäksi jokin yhdiste, todennäköisesti fenoli, oli jättänyt jälkensä koko 
ajon pituudelta (Fry, 1988). 
 1M -näytteen happohydrolyysistä (kuva 3.30 ja taulukko 3.14) voitiin nähdä 
isoprimeveroosin glukoosi (RRha 0,38) ja jo tutuksi tullut ksyloosi, fukoosi tai 2-
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deoksygalaktoosi (RRha 0,74), joka sisältää ainakin isoprimeveroosin ksyloosia. 
Mielenkiintoisesti näytteessä oli havaittavissa erittäin nopeasti kulkeutunut yhdiste kuvan 
alalaidassa (RRha 1,40). Kyseessä lienee ollut fenoli, kuten happohydrolyysin 
näytteessäkin (Fry, 1988). Muissa 1M -näytteissä tätä fenolia ei ollut havaittavissa 
mahdollisesti, koska se oli kulkenut paperilta pois. Lisäksi oli yllättäen näkyvillä 
mannoosi tai fruktoosi (RRha 0,48). Fruktoosi kulkeutuu melkein samalla nopeudella kuin 
mannoosi (Fry, 1988). Borohydridikäsittelystä tämä yhdiste puuttui (kuva 3.29, taulukko 
3.13). Jos monosakkaridi oli yhdisteen 1M pelkistävä mannoosi, se olisi muuttunut 
borohydridikäsittelyssä mannitoliksi. Mannitoli erottuu käytetyillä ajoliuoksilla samalla 
nopeudella kuin glukoosi (Fry, 1988). Näin ollen mannitoli saattoi olla samassa täplässä 
kuin glukoosi (RRha 0,36) 1mB -näytteessä. Borohydridikäsittelyissä radioaktiivisuutta oli 
kuitenkin kadonnut valmisteluvaiheissa, joten jokin näytteessä ollut yhdiste ei 
välttämättä näkynyt autoradiografiassa. 1N -yhdiste voi edelleenkin olla sama kuin 1M -
yhdiste. 
 1M yhdisteessä oli todennäköisesti isoprimeveroosi ja mannoosia tai fruktoosia, 
joista todennäköisemmin löytyy mannoosi pelkistävänä sokerina. Lisäksi yhdisteessä oli 
ksyloosi, fukoosi tai 2-deoksygalatoosi ja jokin fenoli. Yhdisteille ehdotetut rakenteet on 
koottu taulukkoon 3.15. 
 
 
2M 
 
”-Myo 25” näytteen fraktiosta 54 valittiin jatkoon myös yhdiste 2M (Kuva 3.27). 
Vastaavassa kohdassa ”norm 25” -näytteessä oli vain vähän radioaktiivisuutta, joten 
vastaavia yhdisteitä ei yritetty eristää ”norm 25” -näytteestä. ”-Myo 25” -näytteen fraktion 
55 yhdiste 4M saattoivat olla samaa yhdistettä kuin fraktion 54 2M. Yhdisteet 2M ja 4M 
olivat kulkeutuneet nopeammin kuin maltotetraoosi ja hitaammin kuin maltoosi. 
Ajoliuoksessa tällä välillä erottautuvat muun muassa disakkaridit melibioosi, laktoosi, 
Gal?Man ja trehaloosi sekä trisakkaridit raffinoosi ja maltotrioosi (Fry, 1988).  
 2M -näytteen Driselaasi -käsittelystä voitiin havaita fukoosi tai 2-deoksygalaktoosi 
(kuva 3.29, taulukko 3.13). Isoprimeveroosia ei ollut nähtävissä, joten yhdisteessä ei ole 
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Xyl-?-(1?6)-Glc sidosta. 2M borohydridikäsitellyssä ja happohydrolysoidussa 
näytteessä voitiin havaita galaktoosi ja mahdollisesti heikosti glukoosi, glusitoli, 
galaktitoli tai mannitoli (kuva 3.29, taulukko 3.13). Lisäksi nähtävissä oli ksyloosi, fukoosi 
tai 2-deoksygalaktoosi. Happohydrolysoidussa 2M -näytteessä voitiin lisäksi nähdä 1M -
näytteen tavoin erittäin nopeasti kulkeutunut yhdiste kuvan alalaidassa (RRha 1,40). 
 2M -yhdiste oli todennäköisesti trisakkaridi, jossa oli galaktoosia, glukoosia ja 
ksyloosia. Glukoosi voisi olla myös glusitoli, galaktitoli tai mannitoli, mikä selittäisi 
borohydridikäsittelyn samanlaisuuden happohydrolysoidun näytteen kanssa.  
 
 
3M 
 
3M ja 5M olivat kulkeutuneet monosakkaridien nopeudella paperikromatografiassa (kuva 
3.27), vaikka olivatkin eluoituneet di- ja trisakkaridien alueella. 
 3M borohydridikäsitellyssä näytteessä (kuva 3.29, taulukko 3.13) voitiin havaita 
glukoosi tai jokin seuraavista; glusitoli, galaktitoli tai mannitoli (RRha 0,43). 3M 
happohydrolyysinäytteestä voitiin havaita jokin seuraavista; glusitoli, galaktitoli, tai 
mannitoli (RRha 0,45). 3M Driselaasikäsittelystä voitiin havaita galaktoosi (RRha 0,31) ja 
glukoosi tai jokin seuraavista; glusitoli, galaktitoli tai mannitoli (RRha 0,41). 
Driselaasikäsitellyn ja happohydrolysoidun näytteen pitäisi olla keskenään samanlaiset. 
Driselaasi ei välttämättä ole kuitenkaan pilkkonut kaikkia glykosidisia sidoksia kuten 1M 
Driselaasinäytteessä (kuva 3.30). Tällöin disakkaridin olisi kuitenkin pitänyt kulkeutua 
hitaammin tai yhtä nopeasti kuin glukuronihapon (Fry, 1988). 3M -yhdiste on 
todennäköisesti disakkaridi tai trisakkaridi, jossa on galaktoosi ja mannitoli, galaktitoli tai 
glusitoli. Erityisesti yhdisteessä 3M jää mietityttämään sen nopea kulkeutuminen BPV -
liuoksessa, vaikka eluoitumisfraktio viittaisi trisakkaridiin (kuva 3.26). 
 
 
 
 
 
91 
 
4M 
 
4M -yhdiste oli fraktiosta 55 ja 2M yhdiste fraktiosta 54 (kuva 3.27). Molemmat kulkevat 
samalla nopeudella paperikromatografiassa. 4M -yhdiste ei kuitenkaan antanut viitteitä, 
että kyseessä olisi trisakkaridi kuten 2M -yhdiste. 
 4M -näytteen Driselaasikäsittelyssä oli nähtävissä fukoosi, ksyloosi tai 2-
deoksygalaktoosi (RRha 0,70) (kuva 3.29, taulukko 3.13). Borohydridikäsittelystä oli 
havaittavissa todennäköisesti galaktoosi, mutta kyseessä saattoi olla myös glukoosi, 
glusitoli, galaktitoli tai mannitoli. Samassa näytteessä oli myös heikko ksyloosi. 
Happohydrolyysikäsittelyssä oli nähtävissä galaktoosi tai glukoosi (RRha 0,39) sekä 
ksyloosi tai fukoosi (RRha 0,76) (kuva 3.30, taulukko 3.14).  
 4M -yhdiste oli todennäköisesti disakkaridi, joka sisälsi fukoosia ja glukoosia. 
Glukoosi oli todennäköisemmin pelkistävä sokeri, joka borohydridikäsittelyn jälkeen 
kulkeutuu glusitolina edelleen melkein samalla nopeudella kuin glukoosi (Fry, 1988).  
 
 
5N ja 5M 
 
5M ja 5N -yhdisteet olivat kulkeutuneet monosakkaridin nopeudella 
paperikromatografiassa (kuva 3.26 ja 3.27), mutta olivat eluoituneet disakkaridialueella. 
 Driselaasikäsittelyn autoradiografiat olivat 5N ja 5M -näytteillä hyvin samankaltaiset 
(kuva 3.29, taulukko 3.13). Nähtävissä oli todennäköinen galaktoosi (RRha 0,32 ja 0,33) 
vahvana ja hieman heikompana glukoosi, galaktitoli, mannitoli tai glusitoli (RRha 0,41 ja 
0,42). Lisäksi oli nähtävissä hyvin heikosti galakturonin tai glukuronin nopeudella 
kulkeutunut yhdiste (RRha 0,25). Tämä saattoi olla disakkaridi, jota Driselaasi ei ollut 
pilkkonut. 
 Borohydridikäsittelyjen perusteella yhdisteissä 5N ja 5M oli glukoosi, glusitoli, 
mannitoli tai galaktitoli (RRha 0,45 ja 0,43) (kuva 3.29 ja 3.30, taulukko 3.13 ja 3.14). 
Toisaalta 5N -näytteessä vaikuttaisi olleen heikko galaktoosin signaali (RRha 0,38), kun 
5M -näytteessä taas löytyi mannoosi, fruktoosi tai ksylitoli (RRha 0,48). 
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 Happohydrolyysikäsittelyn perusteella 5N -näytteessä oli glukoosi, glusitoli, 
galaktitoli tai mannitoli (RRha 0,44) (kuva 3.30). 5M happohydrolysoidussa näytteessä oli 
huomioitava edellisten ehdokkaiden lisäksi vielä mannoosi (RRha 0,46). 
Happohydrolysoiduissa näytteissä näkyi vain yksi yhdiste. 
 Tulokset olivat hieman hämmentäviä, mutta todennäköisesti toinen 5M -näytteen 
sokereista oli pelkistävä galaktoosi, joka oli muuntunut borohydridikäsittelyssä 
galaktitoliksi vain osittain. Toinen sokeri oli glukoosia hieman nopeammin kulkeutunut 
yhdiste, mahdollisesti mannoosi, mannitoli, galaktitoli tai glusitoli. 
 5N -näytteessä tilanne oli melkein sama, patsi että galaktoosin pelkistymistä ei 
voitu nähdä borohydridikäsittelyssä. 
 
 
6N ja 6M 
 
Näytteet 6N ja 6M olivat todennäköisesti keskenään samaa disakkaridia (kuva 3.26 ja 
3.27). Yhdiste sisälsi monosakkaridien erottelun perusteella vain yhtä monosakkaridia, 
jonka kulkeutuminen paperikromatografialla ei muuttunut borohydridikäsittelyssä (kuva 
kuva 3.29 ja 3.30). Tämä viittasi glukoosiin, joka kulkeutuu glusitoliksi muuntautuneena 
lähes identtisesti paperikromatografialla (Fry, 1988). Kyseessä oli siis mahdollisesti 
glukoosin disakkaridi. Maltotetraoosin ja sellobioosin välillä kulkeutuvat 
paperikromatografiassa muun muassa trehaloosi, D-Glc-?-(1?1)- ? -D-Glc (kuva 3.26 ja 
3.27) (Fry, 1988). 
 
7N ja 7M 
 
7N ja 7M -yhdisteet olivat eluoituneet monosakkaridialueen ja disakkaridialueen 
välimaastossa kalibroinnin mukaan (kuva 3.26 ja 3.27). Yhdiste oli kuitenkin kulkeutunut 
hyvin hitaasti paperikromatografialla, jopa hitaammin kuin maltotetraoosi.  
 Happohydrolysoinnin jälkeen oli 7N ja 7M -näytteissä näkyvillä kaksi yhdistettä 
(kuva 3.30, taulukko 3.14). Disakkaridin olisi kuitenkin olettanut kulkeutuvan paljon 
nopeammin paperikromatografialla (kuva 3.26). Liuoksessa hitaasti kulkeutuvia 
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yhdisteitä ovat muun muassa uronihapot ja aminohapot. Aminosokerit, kuten N-
asetyyligalaktoamini, sen sijaan kulkeutuvat melko nopeasti (Fry, 1988).  
Happohydrolysoinnin mukaan yhdisteessä ei kuitenkaan ollut uronihappoja. Hitaammin 
kulkeutunut yhdiste (RRha 0,37 ja 0,39) saattoi olla galaktoosi, glukoosi, galaktitoli, 
mannitoli tai glusitoli. Aminohapoista mahdollisia olivat alaniini, proliini tai trehaloosi. 
Nopeammin kulkeutunut yhdiste oli 7M -näytteessä (RRha 0,64) kulkeutunut lähellä 
sivustandardin ksyloosia. 7N -näytteessä nopea yhdiste (RRha 0,61) oli kulkeutunut 
lähellä arabinoosia. Aminohapoista  arabinoosin ja ksyloosin välissä kulkevat valiini ja 
tryptofaani (Fry, 1988).  
 Borohydridinäytteissä oli nähtävissä vain yksi yhdiste (kuva 3.29 ja 3.30). Toinen 
yhdiste oli ilmeisesti ollut tiukemmin kiinni käytetyissä astioissa. 7N ja 7M -näytteissä 
yhdisteet (taulukko 3.14: RRha 0,65 ja taulukko 3.15:RRha 0,59) olivat jääneet arabinoosin 
ja ksyloosin välille kuten happohydrolysoinnissakin. Yhdiste voisi olla pelkistävä sokeri 
vain, jos kyseessä oli arabinoosi. Arabinitoli erottautuu paperikromatografiassa melkein 
samalla nopeudella kuin arabinoosi (Fry, 1988). 
 Driselaasikäsittelyssä 7N -yhdisteessä oli nähtävissä happohydrolysoinnin 
yhdisteiden lisäksi hidas yhdiste (taulukko 3.13: RRha 0,16), joka johtui todennäköisesti 
epätäydellisestä pilkkoutumisesta. Kyseessä ei ollut isoprimeveroosi, sillä se olisi silloin 
kulkeutunut glukuronihappoa nopeammin, ei hitaammin (Fry, 1988).  
 Yhdisteet 7N ja 7M olivat todennäköisesti sama yhdiste, jossa toinen tai molemmat 
yksiköt olivat aminohappoja. 
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Kuva 3.29. Driselaasi- (D) ja natriumborohydridikäsittellyt (B) näytteet 1-7m ja 
Driselaasikäsitellyt näytteet 1n ja 5-7n, Wh 3, ajoliuoksin BEV, 10 h ja EPV, 10 h, 
aniliinivetyftalaattivärjäys ja autoradiografia. 
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Taulukko 3.13. Monosakkaridierottelun RRha -arvot (kuva 3.29). 
Standardi 1mD 2mD 3mD 4mD 5mD 6mD 7mD 1nD 5nD Standardi 
0,08 
0,15 
GlcA 0,20 
0,24 0,25 0,25 0,25 0,24 GalA 
Gal 0,32 0,31 0,32 0,33 
0,41 0,42 0,39 0,39 0,42 0,40 Glc 
Man 0,46 
Ara 0,55 
0,64 
Xyl 0,66 0,68 Xyl 
Fuc 0,71 0,70 0,70 0,70 0,72 0,73 Fuc 
Rha 1,00 1,00 Rha 
 
Standardi 6nD 7nD 1mB 2mB 3mB 4mB 5mB 6mB 7mB Standardi 
0,16 
GlcA 0,21 
0,26 GalA 
Gal 0,33 
0,37 0,36 0,36 0,37 0,38 0,40 
0,43 0,43 0,42 Glc 
Man 0,45 0,48 
Ara 0,56 
0,60 0,59 
Xyl 0,66 0,68 0,68 0,65 0,68 Xyl 
Fuc 0,71 0,73 Fuc 
Rha 1,00 1,00 Rha 
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Kuva 3.30. Natriumborohydridikäsitellyt (B) ja happohydrolysoidut (H) näytteet 1n ja 5-
7n ja happohydrolysoidut näytteet 1-7m, Wh 3, ajoliuoksin BEV, 10 h ja EPV, 10 h, 
aniliinivetyftalaattivärjäys ja autoradiografia. 
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Taulukko 3.14. Monosakkaridierottelun RRha -arvot (kuva 3.30). 
Standardi 1nB 5nB 6nB 7nB 1mH 2mH 3mH 4mH 5mH Standardi 
GlcA 0,22 
0,26 GalA 
Gal 0,34 
0,38 0,38 0,38 0,39 
0,42 0,42 Glc 
0,45 0,45 0,46 
Man 0,48 0,48 
Ara 0,58 
Xyl 0,68 0,65 0,68 Xyl 
Fuc 0,73 0,74 0,76 0,76 0,73 Fuc 
Rha 1,00 1,00 Rha 
 
Standardi 6mH 7mH 1nH 5nH 6nH 7nH Standardi 
0,21 GalA 
GlcA 0,27 
0,37 
Gal 0,39 0,39 0,39 Glc 
0,41 0,41 0,44 0,41 
Man 0,51 
Ara 0,60 0,61 
Xyl 0,69 0,64 0,65 Xyl 
Fuc 0,74 0,71 0,72 Fuc 
Rha 1,00 1,00 Rha 
 
Taulukko 3.15. Tutkituille yhdisteille ehdotetut rakenteet. 
Yhdiste Sokeriyksiköitä Ehdotettu rakenne 
1M 4 D-Xyl-?-(1?6)-?-Glc, fruktoosi ja mannoosi, joista mannoosi on 
pelkistävä 
1N 3 D-Xyl-?-(1?6)-?-Glc ja ksyloosi/ fukoosi/ 2-deoksygalaktoosi 
   
2M 3 Galaktoosi, ksyloosi ja glukoosi/ glusitoli/ galaktitoli/   mannitoli  
3M 2-3 Galaktoosi ja mannitoli/ galaktitoli/ glusitoli 
4M 2 Fukoosi ja glukoosi, joista glukoosi pelkistävä 
   
5M 2 Pelkistävä galaktoosi ja mannoosi/ mannitoli/ galaktitoli/ glusitoli 
5N 2 Galaktoosi ja mannoosi/ mannitoli/ galaktitoli/ glusitoli 
   
6M ja 6N 2 Glukoosin disakkaridi 
7M ja 7N 0-1 Useita sokeri tai aminohappo vaihtoehtoja, mahdollisesti toinen  
yksikkö valiini tai tryptofaani 
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4. Tulosten tarkastelu 
 
D-[U-14C]-glukoosi-kokeen esikokeessa havaittiin myo-inositolin puuttumisen 
kasvatusalustasta lisäävän sakan (ligniinin) muodostumista verrattuna normaaliin 5’-
suspensiokasvatukseen (Simola ym., 1992). Myo-inositolia on normaalisti myös 
kallusalustalla, joten sen puuttuminen suspensioalustasta on soluille äkillinen muutos. 
Ligniinin muodostuminen voidaan tulkita stressireaktiona (Croteau ym., 2000; 
Hammond-Kosack & Jones, 2000). 
 Solut tulevat kasvatukseen 2-N -alustalta, jossa on myo-inositolia yhtä paljon kuin 
normaalisti 5’-suspensioalustassa. Myo-inositolin poistaminen kallusalustalta paria 
siirrostuskertaa aikaisemmin olisi saattanut tuoda enemmän eroja yhdisteiden 
leimautumiseen verrattuna normaalialustalla kasvaneeseen solukkoon. 
 Myo-inositolin kanssa kasvatetun näytteen fraktioiden paperikromatografiassa 
näkyi muutamia yhdisteitä, joita ei voida havaita ilman myo-inositolia kasvatetusta 
näytteestä. Yhdisteitä ei ole kuitenkaan analysoitu, koska materiaalia oli liian vähän 
testattavaksi. Analysoiduista yhdisteistä osa sisälsi ksyloosia, jota solut voivat syntetoida 
joko myo-inositolihapetusreitin tai glukoosihapetusreitin kautta (Kärkönen, 2005). 
Mielenkiintoisesti myo-inositolin puuttuminen alustasta ei suinkaan vähentänyt näiden 
yhdisteiden pitoisuutta, vaan päinvastoin lisäsi sitä (kuva 3.26 ja 3.27). Alustan myo-
inositoli ei ole radioaktiivista, joten myo-inositolihapetusreitin kautta valmistetut 
monosakkaridit eivät näy autoradiografiassa. Vaikuttaisi siis siltä, että myo-
inositolihapetusreitti on aktiivinen ainakin, jos solukolle tarjotaan myo-inositolia. Lisätty 
myo-inositoli vähentää sokerihapetusreitin aktiivisuutta.  
 Driselaasi -entsyymiseosta puhdistettaessa todettiin solukkolinjan A3/85 sisältävän 
ksyloglukaania, sillä Driselaasi -käsitellyissä näytteissä havaittiin isoprimeveroosia (Fry, 
1988). Alustasta löytyi yhdisteitä (1M ja 1N), jotka pilkkoutuivat Driselaasi -käsittelyssä 
monosakkarideiksi ja isoprimeveroosiksi (taulukko 3.15). Toisen yhdisteen/ yhdisteiden 
(1M) fruktoosi ja mannoosi eivät ole kuitenkaan tyypillisiä ksyloglukaanin sivuketjujen 
rakenteita (O’Neill & York, 2003) kuten johdannossa mainittu XXFG ja sen muunnelmat 
(Fry ym., 1993). Sen sijaan toisessa yhdisteessä (1N) kolmas sokeri on mahdollisesti 
fukoosi, joka on yksi ksyloglukaanin sivuketjujen sokereista (O’Neill & York, 2003). 
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 Alustasta löytyi yhdisteitä, jotka värjäytyivät ninhydriinillä. Nämä koostuivat 
mahdollisesti kahdesta aminoyhdisteestä tai yhdestä aminoyhdisteestä ja yhdestä 
sokerista. Putreskiini, spermidiini ja spermiini ovat yleisimmät kasvien polyamiinit 
(Crozier ym., 2000). Polyamiinit liittyvät kasvien kehityksessä ainakin embryogeneesiin, 
kukkien muodostumiseen, solunjakautumiseen ja juurten muodostumiseen. Kuusen 
kalluskasvatuksista on mitattu putreskiinin ja spermidiinin pitoisuuksia (Santanen & 
Simola, 1992). Kahdenkymmenen kuuden päivän havainnointijaksolla vapaan 
putreskiinin ja spermidiinin konsentraatiot olivat korkeimmillaan 30 nmol/ mg proteiinia 
somaattisen solukkolinjan solukoista eristettyinä. Polyamiineja hajottavia entsyymejä on 
paikallistettu soluseiniin maissilla (Zea mays) ja herneellä (Pisum sativum), joten 
polyamiinien voidaan olettaa sijoittuvan soluseiniin (Slocum & Furey, 1991).  
 Useat eristetyistä yhdisteistä 14C-leimalla tai ilman olivat todennäköisesti 
disakkarideja. Myös lyhyiden oligosakkaridien (DP 2) on todettu olevan biologisesti 
aktiivisia (Hasegawa ym., 1992; Fry, 1999; Dumville & Fry, 2003). Esimerkiksi kypsistä 
tomaateista on löydetty 5,8 ?M pitoisuuksilla gentiobioosiksi nimettyä disakkaridia (?-D-
Glc-(1?6)-D-Glc). Gentiobioosi nopeuttaa raakojen tomaattien kypsymistä pitoisuuksilla 
50 tai 200 ?g disakkaridia/ tomaatti (Dumville & Fry, 2003). 
 Oligosakkaridien tarkastelu käytetyillä menetelmillä antaa yleiskuvan 
suspensioliuoksen pienistä yhdisteistä. Värjäysmenetelmien ongelmana on kuitenkin 
niiden selektiivisyys vain tietyn tyyppisille yhdisteille kerrallaan ja värjäysmenetelmien 
korkea herkkyysraja. Erityisesti 14C-glukoosin tai jonkin muun radioaktiivisen yhdisteen 
käyttö biologisesti aktiivisten yhdisteiden etsinnässä on käytännöllinen ratkaisu, koska 
useiden yhdisteiden pitoisuudet ovat hyvin alhaisia. Vaikka 14C-glukoosin leima 
kulkeutuu muihinkin yhdisteisiin kuin kiinnostuksen kohteena oleviin oligosakkarideihin, 
niin samalla nähdään kaikki yhdisteet yhtä luotettavasti autoradiografialla. Löydetyn 
mielenkiintoisen yhdisteen tarkempi rakenne voidaan tutkia NMR-spektroskopialla, jos 
materiaalia on riittävästi. Yhdisteiden pitoisuutta suspensioliuoksessa voisi yrittää nostaa 
korottamalla suspensioliuoksen sokeripitoisuutta tai pidentämällä kasvatusaikaa Tällöin 
pitäisi kuitenkin kokeilla, että leiman otto soluihin pysyisi silti hyvällä tasolla. Huomioon 
on otettava, että sokeripitoisuuden muutos voi muuttaa myös yhdisteiden laatua. Myo-
inositolihapetusreitin ja sokerihapetusreitin toimivuutta UDP-D-glukuronihapon 
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valmistuksessa voi tutkia myös antamalla soluille samanaikaisesti radioaktiivista myo-
inositolia ja glukoosia käyttäen eri nuklideja (Verma & Dougall, 1979). 
 Työn aikana onnistuttiin eristämään ja osittain tunnistamaan useita kuusen 
suspensioliuoksen yhdisteitä. Myo-inositolihapetusreitti todettiin aktiiviseksi 
solukkokasvatuksessa, kun ravintoalustassa on myo-inositolia. Työn tuloksia ja 
menetelmiä voi hyödyntää jatkossa myo-inositolihapetusreitin ja oligosakkaridien 
tutkimiseen. 
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5. Kiitokset 
 
Haluan kiittää erityisesti ohjaajaani Anna Kärköstä työn ja kirjoituksen ohjauksesta. 
Maataloustieteiden laitoksen henkilökunnalle, tutkijoille ja opiskelijoille sekä 
isotooppilaboratorion väelle haluan antaa kiitokset niin hyvistä neuvoista kuin 
seurastakin. Perheelleni kuuluvat kiitokset tuesta ja koirani hoidosta, jotta pystyin 
keskittymään kirjoittamiseen. 
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Liitteet  Liite 1 
 
2-N -kallusalusta 
 mmol/l 
N6-makroravinteet  
(NH4)2SO4 3,5 
KNO3 28,0 
KH2PO4 2,9 
MgSO4 * 7 H2O 0,75 
CaCl2 * 2 H2O 1,13 
  
Myo-inositoli 0,6 
Sakkaroosi, 2 % 58,4 
  
 ?mol/l 
MS-vitamiinit  
Nikotiinihappo 0,2 
Tiamiinihydrokloridi 0,015 
Pyridoksiini 0,12 
Glysiini 1,3 
  
NaFe-EDTA 125 
Kinetiini 2,5 
2,4-D 10 
  
  
T-mikroravinteet  
MnSO4 * H2O 100 
ZnSO4 * 7 H2O 50 
H3BO3 201 
KI 25 
CuSO4 * 5 H2O 1 
Na2MoO4 * 2 H2O 1 
CoCl2 * 6 H2O 0,5 
NiCl2 * 6 H2O 0,06 
  
pH 5.6 
  
Agar 6 g/l 
 
T-mikroravinteet lisätään autoklavoinnin jälkeen steriilisuodattamalla (0,8/0,2 µm Supor 
membrane) (Simola & Santanen, 1990). 
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5’-suspensioalusta  Liite 1 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
T-mikroravinteet lisätään autoklavoinnin jälkeen steriilisuodattamalla (0,8/0,2 µm Supor 
membrane) (Simola ym., 1992). 
 
 
 
 mmol/l 
T-makroravinteet  
KNO3 5 
KCl 5 
MgSO4 * 7 H2O 2 
NaH2PO4 * H2O 2 
CaCl2 * 2 H2O 1 
  
NH4NO3 10 
NaNO3 5 
  
Myo-inositoli 0,56 
Sakkaroosi, 2 % 58,4 
  
 ?mol/l 
NaFe-EDTA 125 
Kinetiini 2,5 
2,4-D 0,5 
  
MS-vitamiinit  
Nikotiinihappo 0,2 
Tiamiini hydrokloridi 0,015 
Pyridoksiini 0,12 
Glysiini 1,3 
  
T-mikroravinteet  
MnSO4 * H2O 100 
ZnSO4 * 7 H2O 50 
H3BO3 201 
KI 25 
CuSO4 * 5 H2O 1 
Na2MoO4 * 2 H2O 1 
CoCl2 * 6 H2O 0,5 
NiCl2 * 6 H2O 0,06 
  
pH 5.6 
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Värjäysmenetelmät paperikromatografialle Liite 2 
 
 
Hopeanitraattivärjäys  
 
Menetelmä värjää monosakkaridit, oligosakkaridit, alditolit ja jotkin fenoliyhdisteet 
tummiksi. Hopeanitraattivärjäyksessä kuivunut paperikromatografia vedettiin liuoksen A 
läpi, kuivattiin ja vedettiin liuoksen B läpi kerran tai kahdesti, välillä kuivaten. Reaktio 
pysäytettiin kastamalla kuivunut paperi 10 % natriumtiosulfaattiin (Na2S2O3) ennen 
huuhtelua vedessä. Värjäys suoritettiin hämärässä huoneessa, sillä valo aiheuttaa 
taustan tummumista. (Fry, 1988). 
 
 Liuos A (suojattava valolta) Liuos B 
 2 ml kylläinen AgNO3 vedessä 1,25 ml 10 M NaOH 
 400 ml asetonia 100 ml etanolia 
 Vettä, kunnes sakka liukenee 
 
 
Aniliinivetyftalaattivärjäys 
 
Menetelmällä voidaan erottaa uronihapot ja viisi- tai kuusihiiliset sokerit toisistaan värin 
perusteella. Aniliiniftalaattivärjäyksessä 100 ml:aan liuosta C sekoitettiin 0,5 ml aniliinia.  
Kuivunut paperikromatografia vedettiin liuoksen läpi ja paperin annettiin kuivua viisi 
minuuttia. Paperia kuumennettiin uunissa viisi minuuttia, 105 ºC. Paperi kuvattiin vielä 
samana päivänä, sillä värierot heikentyvät parin päivän jälkeen. Uronihapot värjäytyvät 
oransseiksi, heksoosit ruskeiksi ja pentoosit punaisiksi. (Fry, 1988). 
 
 Liuos C 
 16 % (w/v) ftaalihappo, asetoni: dietyylieetteri:vesi, 49:49:2 
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Ninhydriinivärjäys Liite 2 
 
Menetelmä värjää aminohappoja ja deasetyloituja aminosokereita. Paperikromatografia 
vedettiin liuoksen läpi, joka sisälsi 0,5 % ninhydriiniä asetonissa. Kuivanutta paperia 
kuumennettiin uunissa viisi minuuttia, 105 ºC. (Fry, 1988). 
 
 
Antronivärjäys 
 
Metelmällä voidaan värjätä vapaat ja polymeereihin sitoutuneet heksoosit ja 
deoksyheksoosit sinisiksi liuoksessa, mutta myös muut sokeriyksiköt värjäytyvät, joskin 
heikommin. Näytteeseen, 0,5 ml, sekoitetaan 1 ml 0,2 % antronia väkevässä 
rikkihapossa. Rikkihappo on vettä tiheämpää, joten huolellinen sekoitus on tarpeen. 
Seosta inkuboidaan kiehuvassa vedessä viisi minuttia, jonka jälkeen jäähtyneestä 
näytteestä voidaan mitata absorbanssi, 620 nm. (Fry, 1988). 
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